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1. Wstep i cele pracy

Ustalenie powigzania pomiedzy sekwencja genu a jego biologiczng funkcja ma istotne
znaczenie w zrozumieniu podstawowych proceséw rozwoju ro$lin i ich odpowiedzi na
sygnaty srodowiskowe. W ustaleniu tego powigzania, a wigc w badaniach funkcji genéw,
powszechnie wykorzystywanym narzedziem sa mutanty, chrakteryzujace si¢ latwo
rozpoznawalng zmiang fenotypu. W ciagu dziesigcioleci, na drodze mutagenezy fizycznej,
chemicznej 1 insercyjnej wyprowadzono kolekcje mutantdw réznych gatunkéw roslin,
zarowno modelowych, jak i1 uprawnych. Kolekcje te, liczace czesto dziesigtki tysiecy
homozygotycznych linii mutantow, stanowig cenne zasoby genetyczne i gtdéwne narzedzie do
badania genetycznych podstaw procesow biologicznych. Jeczmien (Hordeum vulgare L.) jest
jednym z gatunkéw, dla ktérych zgromadzono i1 scharakteryzowano kolekcje mutantow ze
zmianami réznych cech morfologicznych, fizjologicznych czy biochemicznych. Obecnie,
wiele genow jeczmienia zostalo dobrze scharakteryzowanych na poziomie molekularnym
1 znane sg genetyczne podstawy obserwowanych zmian fenotypowych u mutantow, a wiele
z tych genow zostato zidentyfikowanych na podstawie informacji o ich potozeniu na mapie
genetycznej.

Kolekcja mutantow wiosnikowych jeczmienia, wyprowadzona w Katedrze Genetyki
US stanowi wazne zrodlo materiatléw do realizacji badan zwiazanych z identyfikacja gendw
odpowiedzialnych za morfogeneze wto$nikow u tego gatunku. Kolekcja ta obejmuje mutanty
o wilosnikach zatrzymanych w roéznych stadiach rozwoju, z ktorych pierwszym jest etap
réznicowania ryzodermy na komorki wytwarzajagce wilosniki (trichblasty) 1 komorki
niewyksztatcajace wiosnikow (atrichoblasty). Mutanty z zaburzeniami tego stadium majg
zmieniony wzor ryzodermy, nie wyksztalcaja zroznicowanych komorek i1 sa catkowicie
pozbawione wlosnikow (root hairless, rhl). W ciagu ostatnich lat siostrzane linie allelicznych
mutantow rhll.a i rhll.b zostaly wykorzystane do opisania mechanizméw zwigzanych ze
specjalizacja komorek ryzodermy jeczmienia i analizy roli wlosnikoéw w molekularnej
odpowiedzi na stres suszy. Zlokalizowano takze gen odpowiedzialny za bezwlo$nikowy
fenotyp mutantéw rhll w chromosomie 7HS jeczmienia, jednak gen lezacy u podstaw tego
fenotypu do tej pory nie zostal zidentyfikowany.

W prezentowanej pracy podjeto probe identyfikacji genu rhll odpowiedzialnego za
pierwszy etap morfogenezy wlo$nikow u jeczmienia, tj. roznicowanie komorek ryzodermy.

Dla osiggnigcia tego celu wykorzystano strategi¢ klonowania genu w oparciu o mape



genetyczng uzyskang przez krzyzowanie bezwlo$nikowego mutanta z odmiang jeczmienia

o innym tle genetycznym. Prowadzone badania obejmowaly nastepujace etapy:

1. Wyprowadzenie duzej populacji mapujacej pokolenia F, mutant rhll.b x odmiana
‘Morex’ (4952 ro$lin F,) i stworzenie wysokorozdzielczej mapy genetycznej rejonu

chromosomu 7HS, zawierajacego poszukiwany gen.

2. Wytypowanie markerow flankujacych gen rhll i zakotwiczenie mapy genetycznej na
mapie fizycznej] genomu j¢czmienia, identyfikacja interwatlu zawierajacego geny

kandydackie.

3. Poréwnanie sekwencji gendw kandydackich u mutantéw bezwlo$nikowych i1 ich odmian

wyjsciowych w celu wytypowania najbardziej prawdopodobnego kandydata.

4. Analiza wplywu mutacji zidentyfikowanej w jednym z genéw kandydackich na strukturg

kodowanego biatka.

5. Analiza ekspresji zidentyfikowanego genu oraz innych genéw zwigzanych z rozwojem
wlosnikow w réznych strefach korzenia mutantow bezwtosnikowych 1 ich odmian

wyj$ciowych.



2. Przeglad literatury

2.1. Rola wlosnikow korzeniowych

System korzeniowy ma kluczowe znaczenie dla rozwoju rosliny, a w spetnianiu jego
funkcji istotna role odgrywaja wlosniki korzeniowe, ktore sg dlugimi cylindrycznymi
wypustkami wyspecjalizowanych komoérek epidermy. Wtosniki charakteryzujg si¢ wzrostem
szczytowym, objawiajgcym si¢ zorganizowanym polarnym rozmieszczeniem skladnikow
komorkowych i organelli. Biora one udzial w absorpcji wody i skladnikéw mineralnych,
takich jak azot, fosfor, potas, siarka oraz zelazo co jest zwigzane z obecno$cig transporterow
sktadnikow odzywczych w komorkach (Takahashi i inni, 2000; Vert i inni, 2002; Carminati
i inni, 2017; Grun i inni, 2018). Od wczesnych etapéw rozwoju rosliny wlosniki umozliwiaja
zakotwiczenie w podtozu (Peterson i inni, 1996; Ryan 2001; Haling i inni, 2013), stanowig
réwniez miejsce endosymbiotycznych interakcji z mikroorganizmami glebowymi (Hofer,
1991; Oldroyd, 2001; Oldroyd i Dixon, 2014). Badania prowadzone dla H. vulgare i Triticum
aestivum wykazaty, ze wtosniki istotnie zwigkszaja powierzchni¢ korzenia. W przypadku
jeczmienia obliczono, ze wlosniki mogg spowodowaé zwigkszenie powierzchni korzenia od
112% do 245% dla r6znych odmian, a dla pszenicy od 95% do 341% (Gahoonia 1 inni, 1997).
Tak znaczny wzrost powierzchni korzenia moze mie¢ istotny wplyw na zdolno$¢ do
wchtaniania wody oraz substancji odzywczych (Richardson i inni, 2011; Haling i inni, 2014).
W optymalnych warunkach dostepu do wody 1 sktadnikéw odzywczych obecno$¢ wiosnikow
wydaje si¢ nie mie¢ wplywu na plon roslin (Chmielewska i1 inni, 2014), jednak brak
wlosnikow moze by¢ niekorzystny dla funkcjonowania roslin w warunkach stresu. Wiadomo,
ze ograniczona dostgpnos¢ fosforu negatywnie wptywa na wzrost roslin (Haling 1 inni, 2014;
Zhang 1 inni, 2018), co znaczaco ogranicza ich plonowanie (Lynch, 2007). Z tych powodow,
rola wlosnikow we wchtanianiu fosforu byta badana u réznych gatunkéw, np. u H. vulgare,
T. aestivum, Zea mays i Brachypodium distachyon (Green i inni, 1991; Gahoonia i inni, 1997;
Brown i inni, 2012; Zhang i inni, 2018). Przyktadowo, badania poboru fosforu u jgczmieniu
wykazaty, ze rosliny uprawiane w warunkach niskiej dostgpnosci tego pierwiastka
wytwarzaja wilosniki bardziej geste 1 dluzsze, w porOwnaniu z roslinami uprawianymi
w warunkach optymalnej zawartosci fosforu (Gahoonia i inni, 1997; Brown i inni, 2012;
Haling i inni, 2014).

Co ciekawe, niewiele jest badan eksperymentalnych opisujacych role wlosnikéw

w pobieraniu wody. Niektére dowody na znaczenie wlosnikow w tym procesie pochodza
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z badan prowadzonych nad bezwlo$nikowym mutantem brb (bald root barley) i jego odmiang
rodzicielskg ‘Pallas’. Analizy wykazaly, ze korzenie roslin typu dzikiego charakteryzuja si¢
o 55% wyzszag wydajnoscia poboru wody, w poroéwnaniu do pozbawionego wlosnikow
mutanta (Segal i inni, 2008). Dodatkowo, Brown 1 wspotpracownicy (2012) udowodnili, ze
w warunkach polaczenia skrajnego niedoboru fosforu ze stresem niedoboru wody, brak
wlo$nikéw u jeczmienia ma negatywny wplyw na rozwdj cech waznych agronomicznie,
takich jak np. masa i liczba ziaren z rosliny oraz biomasa nadziemnej cz¢sci rosliny.
Kwasniewski 1 inni (2016) zaproponowali hipoteze o prawdopodobnej roli wlosnikow jako
sensorow  $rodowiskowych u H. vulgare. Przeprowadzono analize transkryptomu
bezwlosnikowego mutanta rhll.a i jego odmiany wyjsciowej ‘Karat’ poddanych stresowi
suszy. Badanie wykazato, ze w korzeniach odmiany rodzicielskiej dochodzi do specyficznej
aktywacji genéw zwigzanych z sygnalizacja stresu niedoboru wody i ochrong przed stresem
w warunkach suszy, natomiast tej aktywacji nie wykryto w korzeniach bezwlo$nikowego
mutanta. Mozliwe jest, ze wystepowanie wlo$nikéw utatwia aktywacje mechanizmow
tolerancji na susz¢ na drodze wykrywania niekorzystnych warunkéw s$rodowiskowych
(Kwasniewski i inni, 2016). Powyzsze badania wskazuja, ze wlosniki korzeniowe moga miec¢
znaczenie dla polepszenia plonéw 1 tolerancji na stres, szczegélnie w przypadku gleby
uprawne] o niskiej jakosci (Meister 1 inni, 2014). Zmienno$¢ genetyczna cech wilosnikow
korzeniowych moze by¢ wykorzystana w programach hodowlanych, m.in. w celu zwigkszenia
skuteczno$ci pobierania roznych sktadnikow odzywczych. Jednak aby wykorzysta¢ ten
potencjat w programach hodowlanych, konieczne jest zrozumienie mechanizméw
genetycznych 1 molekularnych, lezacych u podstaw rozwoju wiosnikow.

Wiosniki korzeniowe staly si¢ rowniez przedmiotem wielu badan fizjologicznych
1 genetycznych. Organizmy wielokomodrkowe posiadajg szereg r6znorodnych typéw komorek,
ktére sa odmienne pod wzgledem wielkosci, ksztattu, kompozycji sktadnikow i1 pelnionej
przez nie funkcji. Z tego powodu podstawowym elementem rozwoju tych organizmow jest
odpowiednie roznicowanie si¢ typow komorek. Latwos¢ obserwacji oraz uniwersalnos¢ wielu
mechanizmow kierujacych rozwojem wtosnikow sprawia, iz staly si¢ one znakomitym
modelem do poznania i zrozumienia proceséw dotyczacych roznicowania pojedynczych

komorek u ro$lin.



2.2. Mechanizmy ustalania wzoru epidermy korzenia

Morfogeneza wiosnikow jest procesem zlozonym, w ktérym wyrdzniono cztery
podstawowe etapy: (i) ustalenie wzoru epidermy, (ii) inicjacj¢ rozwoju wilosnikoéw (iii)
przejécie do wzrostu szczytowego oraz (IV) wzrost szczytowy wlosnikow. W kazdy z etapow
zaangazowanych jest wiele gendw, a ich skoordynowane dziatanie jest odpowiedzialne za
prawidtowy przebieg procesu tworzenia wlosnikow (Schiefelbein i inni, 2014; Cui 1 inni,
2017).

W ostatnich dziesigcioleciach genetyczne 1 fizjologiczne podstawy ustalania wzoru
epidermy korzenia zostaly dobrze opisane jedynie w przypadku modelowej rosliny
dwuli$ciennej Arabidopsis thaliana. Poznanie peilnej sekwencji genomu Arabidopsis
(Arabidopsis-Genome-Initiative, 2000) i dostgpnos¢ kolekcji mutantdéw insercyjnych,
charakteryzujacych si¢ zmieniong morfologia strefy wlosnikowej, doprowadzity do
identyfikacji wielu gendw zaangazowanych w wieloetapowy proces powstawania wlo$nikow.
Ponadto, rozwdj badan biochemicznych 1 narzgdzi umozliwiajacych profilowanie
transkryptomu dostarczyty istotnych informacji na temat zmian w ekspresji genow na réznych
etapach powstawania wlosnikow, co pozwolilo na lepsze zrozumienie skomplikowanej sieci
interakcji pomiedzy genami i czynnikami zaangazowanymi w ten proces (Bruex i inni, 2012).
Pomimo istotnej funkcjonalnej roli, jaka odgrywaja wtosniki, ich rozwoéj u roslin
jednolisciennych nie jest dostatecznie poznany.

Kluczowym etapem roéznicowania wiosnikéw korzeniowych jest determinacja wzoru
ryzodermy 1 tworzenie dwoéch typow komorek: trichoblastow, wytwarzajacych wypustke
wtosnikowg oraz atrichoblastow, ktore nie sa zdolne do wytworzenia wtosnika. W krolestwie
ro$lin wyrdzniono trzy gtéwne typy wzoréw ulozenia trichoblastow i atrichoblastow (Leavitt,
1904; Dolan 1 Costa, 2001; Marzec 1 inni, 2014) (Ryc. 2.1). W przypadku roslin
charakteryzujacych si¢ pierwszym typem wzoru ryzodermy, trichoblasty i1 atrichoblasty sg
nieodroznialne, a kazda komorka ryzodermy jest w stanie wytworzy¢ wtosnik, jednak nie
zawsze ten potencjal jest realizowany. Wzor ten charakteryzuje si¢ przypadkowym
rozmieszczeniem wtlosnikow wzdtuz korzenia 1 spotykany jest u wielu gatunkéw roslin,
w tym dwuli$ciennych, jednolisciennych oraz u paproci (Dolan 1 Costa, 2001). W drugim
typie wyrdznia si¢ dwa rodzaje komorek epidermy korzenia, z ktorych jedynie krétsza
komorka jest zdolna rozwija¢ si¢ w trichoblast, z kolei dluzsza komorka réznicuje sig
w atrichoblast. Te dwa rodzaje komoérek sg zwykle tworzone badz na drodze asymetrycznego

podziatu komodrki macierzystej, badz w wyniku symetrycznego podziatu, po ktorym nastepuje



asymetryczne wydtuzanie jednej z komodrek potomnych. Drugi wzoér ulozenia komorek
epidermy korzenia wystepuje gtownie w grupach najstarszych roslin ladowych, takich jak
Lycopsida lub Sphenopsida, w podrodzinach Pooideae oraz w rodzinie Nymphaeceae
(Cormack 1937; Cutter i Feldman 1970; Cutter i Hung 1972; Marzec i inni, 2013). Z kolei
w trzecim typie, komorki tworzg specyficzny przestrzenny wzor gdzie wlosniki utozone sg
w rzedy rozdzielone jednym lub kilkoma pasmami komoérek bezwlo$nikowych. Ten typ
utozenia komoérek ryzodermy zidentyfikowano u Brassicaceae, Capparaceae, Tovariceae,
oraz Resedaceae (Dolan, 1996; Kwak i inni, 2007; Horn i inni, 2009).

| wydluzanie | asymetryczne
komorki wydluzanie
potomnej komorki potomnej
I asymetryczny I = f I symetryczny
podziat odziat
J &g = g
L } J serie —t ] J serie
J symetrycznych A J symetrycznych
:i_J | podziatow Lol L J[ podziatéw
| e o komérek q komérek
J o

Rycina 2.1. Wzory rozmieszczenia komorek ryzodermy u roslin. (A) Typ I, w ktorym dowolna
komorka epidermy korzenia moze wytwarza¢ wlosniki, (B) Typ II, w ktorym tylko krotsze komorki
tworzg wiosniki, (C) Typ IlII, gdzie komorki wlosnikowe utozone sg w rzedy rozdzielone jednym lub
kilkoma pasmami komoérek bezwtosnikowych. (D-E) Dwie mozliwo$ci wytwarzania wzoru krotszych
i dtuzszych komorek: (D) ostatni asymetryczny podzial lub (E) asymetryczne wydtuzanie komorek
potomnych identycznych po symetrycznym podziale (Marzec i inni, 2014; zmodyfikowano).



W budowie morfologicznej korzenia wyrdzniono strefy, ktore sktadajg sie¢ z rdznych
typow komorek, przy czym wszystkie komorki przed rozwinigciem wyspecjalizowanych
funkcji 1 osiggnigciem dojrzatos$ci powstaja w merystemie i przechodzg przez kolejne obszary.
Strefe merystematyczng, przejsciows, réznicowania oraz granice pomie¢dzy nimi
zdefiniowano na podstawie ich charakterystycznych wiasciwos$ci i aktywnosci komorkowych
(Verbelen i inni, 2006). R6znicowanie komodrek epidermy moze nastapi¢ w merystematyczne;j
strefie korzenia podczas podzialdow komorkowych lub w obszarze wydluzania korzenia
podczas wzrostu komorek. W przypadku typu I rozmieszenia komorek, morfologiczng
réznicg pomigdzy trichoblastami a atrichoblastami jest jedynie obecnos¢ lub brak wtosnika.
Z kolei w typie I 1 III, trichoblasty sa zwykle krotsze, charakteryzujg si¢ mniejszym stopniem
wakuolizacji oraz bardziej gesta cytoplazma, w porownaniu do atrichoblastow (Grierson i inni
2014; Salazar-Henao i inni, 2016).

Do tej pory molekularne mechanizmy réznicowania ryzodermy zostaly do$¢ doktadnie
opisane dla modelowej rosliny A. thaliana (Ryc. 2.2). W przypadku tego gatunku, przyszty
los komorek epidermy jest $cisle regulowany przez mechanizm zwigzany z pozycja tych
komorek, w stosunku do komoérek warstwy kory. Informacja na temat pozycji jest ustalona juz
we czesnym etapie rozwoju epidermy (Balcerowicz i inni, 2015). Trichoblasty zlokalizowane
sa nad antyklinalnymi S$cianami kory 1 majg kontakt z dwiema jej komoérkami. Z kolei
atrichoblasty znajduja si¢ nad peryklinalnymi $cianami komoérek kory i majg kontakt z jedng
jej komorka (Dolan 1 Costa, 2001). Genetyczne podstawy réznicowania komorek epidermy sa
definiowane przez wzajemne oddziatywanie elementow regulatorowego kompleksu
biatkowego oraz transport niektorych komponentoéw pomiedzy trichoblastami
i atrichoblastami. U Arabidopsis jednym z gtéwnych elementéw tego kompleksu jest czynnik
transkrypcyjny z homeodomena GLABRA2 (GL2), ktoéry negatywnie reguluje ekspresje
gendéw potrzebnych do rozwoju wtosnikow i1 promuje tworzenie atrichoblastow. W komorce
ktora nie tworzy wlosnika, aktywno$¢ genu GL2 jest pozytywnie regulowana przez kompleks
czynnikow transkrypcyjnych, zlozony z biatek: MYB, GL3 (GLABRA3), EGL3
(ENHANCER OF GLABRA3) oraz TRANSPARENT TESTA GLABRAI1 (TTG1). Biatko
typu MYB, kodowane przez gen WEREWOLF (WER) posiada miejsce wigzania DNA oraz
domeng aktywujacg transkrypcje biatek GL3 oraz EGL3. Biatka GL3 oraz EGL3 zawieraja
domeny bHLH (basic Helix-Loop-Helix). Z kolei biatko TTG1 zawiera domeng
z powtorzeniami typu WD40, zaangazowanymi w tworzenie interakcji pomiedzy biatkami
(Schiefelbein i inni, 2009). W przypadku trichoblastow, ekspresja genu WER jest hamowana
przez gen SCM (SCRAMBLED), ktory koduje kinaze i jest zaangazowany w proces
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prawidlowego odbioru informacji pozycyjnej z komorek kory. SCM jest indukowany przez
biatko z motywem palca cynkowego, bedace produktem genu JACKDAW (JKD) (Hassan
i inni, 2010). Wykazano rowniez, ze gen TORNADO1l (TRN1), kodujacy biatko
z powtdérzeniami bogatymi w leucyne, moze powodowa¢ hamowanie ekspresji genu WER
w trichoblastach (Kwak i inni, 2015). W efekcie, negatywna regulacja genu WER powoduje,
ze biatko WER jest zamienione w kompleksie WER-GL3/EGL3-TTG1 przez inne biatka typu
MYB: CAPRICE (CPC), TRYPTICHON (TRY) i ENHANCER OF TRY AND CPC1
(ETC1), w wyniku czego powstaje kolejny kompleks transkrypcyjny: CPC/TRY/ETCL1-
GL3/EGL3-TTG1 (Schiefelbein i inni, 2014). W efekcie ekspresja GL2 nie jest juz wspierana,
co powoduje aktywacje gendw sprzyjajacych rozwojowi wlosnikow. Co wigcej, gen SCM
podlega procesowi autoregulacji na zasadzie petli sprzgzenia zwrotnego, w ktorej jest
negatywnie regulowany przez geny WER oraz GL3 w atrichoblastach, a pozytywnie przez gen
TRY w trichoblastach (Schiefelbein i inni, 2014).

W procesie tworzenia wzoru ryzodermy duze znaczenie ma transport biatek pomigdzy jej
komorkami. Czynniki stymulujace tworzenie komodrek okreslonego typu moga wzmacniaé
ekspresje inhibitorow, ktore moga by¢ transportowane do sgsiadujacych komorek, gdzie
blokuja ekspresj¢ aktywatoréw. Dlatego tez produkt genu CPC moze przemieszczaé si¢
z atrichoblastow do komorek wiosnikowych, z kolei w przeciwlegtym kierunku wedruja GL3
i EGL3, gdzie tworza kompleks z WER i wzmacniaja ekspresje CPC (Salazar-Henao i inni,
2016; Balcerowicz i1 inni, 2015). Do gendéw uczestniczacych w procesie powstawania
wlosnikow u A. thaliana naleza rowniez geny LRL, obejmujace zardwno pozytywne
regulatory, jak i represory tworzenia wtosnikéw oraz gen RHD6 (ROOT HAIR DEFECTIVES;
RSL) (Lin i inni, 2015), ktory stanowi element S$ciezki przekazywania sygnatow
hormonalnych (Bruex i inni, 2012). Analiza sekwencji promotorowej genéw LRL oraz RHD6
wykazala obecno$¢ motywu, ktéry stanowi miejsce przytaczania si¢ czynnika GL2,
w zwigzku z czym autorzy postuluja, iz biatko GL2 negatywnie reguluje nie tylko RHDG, ale
takze inne geny bHLH takie jak RHD6-LIKE1 (RSL1), RSL2, LRL1 i LRL2 (Lin i inni, 2015).



komérka kory

A

komorki epidermy

geny specyficzne
dla atrichoblastow

J Qeny specyficzne dla trichoblasy

Rycina 2.2. Mechanizm ustalania wzoru ryzodermy u Arabidopsis. Strzatki, linie zakonczone

prostopadta kreska oraz linie przerywane wskazujg odpowiednio regulacje pozytywna, negatywna oraz
wewnatrz- i miedzykomorkowy transport biatek. WER — WEREWOLF WER, GL3 — GLABRAS,
EGL3 - ENHANCER OF GLABRA3, SCM — SCRAMBLED, JKD - JACKDAW, TRN1 —
TORNADOL, GL2 — GLABRA2, CPC — CAPRICE, TRY — TRYPTICHON, ETC1 — ENHANCER
OF TRYI CPC1, RSL — ROOT HAIR DEFECTIVE SIX-LIKE (Balcerowicz i inni, 2015;
zmodyfikowano). Dziatanie poszczegoélnych elementéw omdwiono w tekécie powyze;j.

Niewielka jest wiedza na temat genetycznych podstaw przebiegu procesu formowania
wzoru ryzodermy u ro$lin jednolisciennych. Analizy poréwnawcze w zakresie badan
transkryptomu oraz filogenetyki, przeprowadzone dla wybranych przedstawicieli roslin
jednolisciennych, dwuliSciennych oraz widltakow wykazaly, ze wigkszo$¢ genow, ktore
prawdopodobnie moga bra¢ udziat w procesie determinacji wzoru ryzodermy, charakteryzuje
podobna struktura 1 wzor ekspresji u tych grup roslin (Huang i inni, 2017). Zidentyfikowano
jednak réwniez grupy gendw, ktore roznig si¢ zarowno w strukturze jak i we wzorze ekspresji
mi¢dzy roslinami jedno- i dwuli$ciennymi (Zheng i inni, 2016; Huang i inni, 2017).

Wsrod roslin jednolisciennych scharakteryzowano niewiele mutantow, ktére wykazuja
zaburzenia w procesie formowania wzoru ryzodermy. W przypadku jeczmienia, takimi
mutantami sg brb (bald root barley) oraz rhll (root hairless 1). Spontaniczny mutant brb
wywodzi si¢ z odmiany ‘Pallas’, ktéra wykazuje prawidtowa morfologi¢ strefy wiosnikowej
(Gahoonia i inni, 2001). Z kolei w badaniach prowadzonych w Katedrze Genetyki

Uniwersytetu Slaskiego zidentyfikowano alleliczne mutanty bezwlosnikowe (rhll.a, rhil.b)
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uzyskane z odmiany ‘Karat’ na drodze mutagenezy chemicznej (Szarejko i inni, 2005).
Wykazano, ze rowniez mutanty brb oraz rhll.b sa alleliczne (Chmielewska i inni, 2014).
Roznicowanie trichoblastow 1 atrichoblastow u H. vulgare nastgpuje na drodze
niesymetrycznego wydtuzania si¢ komodrek potomnych powstalych po symetrycznym
podziale (Marzec i inni, 2013), przy czym krotsze komorki o zmienionym obrazie
ultrastruktury staja si¢ trichoblastami. Analiza strefy wlo$nikowej jeczmiennych mutantow
brb oraz rhll.b wykazata, Zze komorki ryzodermy s3 jednorodne pod wzgledem
morfologicznym, biorgc pod uwage ich dlugos¢ 1 gesto$¢ cytoplazmy, w odroznieniu od
odmian wyjSciowych ‘Karat’ 1 ‘Pallas’, dla ktorych w strefie wydluzenia korzenia
wyrozniono dwie klasy komorek - dtuzsze i krotsze. Krotsze komorki o gestszej cytoplazmie
1 wigkszej liczbie mitochondriow stanowity 46,0 + 1,4% oraz 47.3 + 2.8% populacji komodrek
wtosnikowych odpowiednio dla odmiany ‘Karat’ 1 ‘Pallas’. Dlugo$¢ komoérek ryzodermy
w strefie wlosnikowej u odmiany ‘Karat’ zostata oszacowana na 119,5 + 38,2 um i 234,3 +
37,6 um odpowiednio dla trichoblastow i atrichoblastow. W przypadku mutanta rhil.b
srednia dlugo$¢ komorki ryzodermy wynosita 219,1 £ 50,4 um w porownywalnej strefie
korzenia (Marzec i inni, 2013).

Z kolei Ding i wspotpracownicy (2009) opisali mutanta ryzu Osrhll, u ktérego w procesie
formowania wzoru ryzodermy nie wystepuje wyrazne tworzenie krotszych i dhuzszych
komorek, charakterystycznych dla typu dzikiego. Jednakze w przeciwienstwie do
bezwlosnikowych mutantow brb oraz rhll mutant ryzu Osrhll tworzy silne skroconych
wlosniki. Ze wzgledu na fakt, iz wszystkie wymienione mutanty zardwno u ryzu, jak
1 jeczmienia, wykazujg istotne zaburzenia w procesie formowania wzoru ryzodermy, zmiany
lezace u podstaw opisanych fenotypow prawdopodobnie zwigzane sg z genami dziatajgcymi
na wczesnych etapach powstawania wtosnikéw korzeniowych.

Co ciekawe, analizy histologiczne epidermy korzeni prowadzone m.in. dla H. vulgare,
O. sativa oraz B. distachyon wykazuja pewne roznice podczas réznicowania trichoblastow
w stosunku do jeczmienia, co oznacza ze proces formowania wzoru ryzodermy moze nie by¢
Scisle konserwowany w grupie roslin jednolisciennych. W przypadku ryzu, podobnie jak
u jeczmienia, obserwowano symetryczny podzial komorki ryzodermy, a po podziale szybszy
wzrost wydluzeniowy jednej z komorek potomnych, ktoéra stawala si¢ atrichblastem nie
wytwarzajagcym wiosnika (Kim i Dolan, 2011). Z kolei, u B. distachyon, po asymetrycznym
podziale komorki, jedynie krotsza komoérka potomna wytwarzata wiosnik. W przypadku
jeczmienia i ryzu, po podziale komorki, niezidentyfikowany jak dotad sygnat kieruje

réznicowaniem komorek potomnych, podczas gdy u B. distachyon, czynnik wplywajacy na
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kontrolg ustalenia tozsamo$ci komorek wydaje si¢ by¢ aktywowany juz przed ostatnim
podzialem (Kim i Dolan; 2011; Kim i Dolan; 2016). Prawdopodobnie, mechanizm zwigzany
z wczesnym etapem powstawania wlosnikoéw jest $cisle zalezny od czynnikow powigzanych
Z asymetrycznym podzialem i rozwojem komorek potomnych.

Wykazano, ze rozwdj wlo$nikow u roslin jednoliSciennych zwigzany jest z ekspresja
grupy genow, ktorej cztonkowie koduja czynniki transkrypcyjne. Geny te, zidentyfikowane
u B. distachyon (BdRSL1, BARSL2 i BdRSL3) i O. sativa (OsRSL1, OsRSL2 i OsRSL3),
stanowig pozytywne regulatory rozwoju wto$nikéw, podobnie jak u A. thliana (Kim i inni,
2017). Jednakze wykazano réznice we wzorach ekspresji genéw RSL | pomiedzy A. thaliana
a B. distachyon i O. sativa. Geny RSL opisane u traw i nalezace do klasy I, ulegaja ekspresji
wkrotce po asymetrycznym podziale w komoérkach tworzacych przyszte wlosniki. Natomiast
u A. thaliana geny nalezace do homologicznej grupy RSL (AtRHD6 i AtRSL1) ulegaja
ekspresji juz w dzielgcych si¢ komérkach w merystemie korzenia, a nie wykryto ich ekspres;ji
w komorkach z wydluzonymi wto$nikami. Nalezy zaznaczy¢, ze komorki epidermy korzenia
staja si¢ morfologicznie zréznicowane stosunkowo pdézno w przypadku B. distachyon
i O. sativa, w porownaniu do A. thaliana, gdzie r6znica pomi¢dzy krotszymi i dluzszymi
komoérkami jest widoczna juz w merystemie. Z tego powodu proponuje si¢, ze czas ekspresji
genow RSL klasy | u B. distachyon i O. sativa jest skorelowany z morfologicznym
réznicowaniem tych dwoch typow komorek ryzodermy (Dolan, 2017).

Wykazano, ze roznicowanie komorek jest skorelowane z ograniczeniem komunikacji
symplastowej migdzy sgsiadujgcymi komoérkami (Kim i inni, 2002). Proces symplastowej
komunikacji jest zalezny od obecnosci plazmodesm czyli cytoplazmatycznych kanatow
wewnatrz $cian komérkowych sasiadujacych komorek (Lucas 1 inni, 2009). Plazmodesmy sa
strukturami regulujacymi przepltyw czasteczek migdzy komoérkami roslin (Crawford
I Zambryski, 2001) i stanowig one miejsce transportu bialek oraz RNA (Oparka i Cruz 2000;
Jorgensen, 2002; Ruiz-Medrano i inni, 2001). Analiza bezwlo$nikowego mutanta jeczmienia
rhll.a oraz jego formy wyjSciowej ‘Karat’” wykazata, ze symplastowa lgcznos¢ jest
ograniczona u formy rodzicielskiej, zar6wno w strefie elongacyjnej jak i strefie réznicowania
korzenia. W przypadku mutanta rhill.a, ze wzgledu na znacznie zmniejszony poziom
depozycji kalozy w plasmodesmach, nie obserwuje si¢ symplastowej izolacji sasiadujacych ze
sobg komorek epidermy (Marzec 1 Kurczynska, 2014). Wyniki te pokazuja, Ze u jeczmienia
komunikacja symplastowa ma istotne znaczenie w trakcie roznicowania trichoblastow

1 atrichoblastow.
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Skomplikowany proces formowania wzoru ryzodermy, oraz uboga wiedza odno$nie
czynnikdw zaangazowanych w jego przebieg u roslin jednoliSciennych, jednoznacznie
ujawniaja potrzebe rozwinigcia badan w celu zglebienia wiedzy na temat mechanizmow

prowadzacych do wytwarzania wlosnikow w tej grupie roslin.

2.3. Mechanizmy formowania primordium i wzrostu szczytowego wlosnikow
u jednoliSciennych

Po etapie ustalenia losu komorek epidermy korzenia zachodza w nich dalsze zmiany,
ktére prowadza do uformowania wlosnika. Zmiany te obejmujg m.in. modyfikacje struktury
i sktadu $ciany komoérkowej trichoblastow, co jest zwigzane z rearanzacja cytoszkieletu,
egzocytoza, aktywacja transporterow btonowych jak i ze zmianami hormonalnymi (Bibikova
i Girloy, 2003). Podobnie jak w przypadku ustalania wzoru ryzodermy, genetyczne postawy
etapu tworzenia primordium wlosnikow nie sa doktadnie opisane u roslin jednolisciennych,
jednakze proces elongacji wlosnikéw zostat lepiej poznany w tej grupie roslin niz etap
réznicowania komorek ryzodermy (Rounds 1 Bezanilla, 2013). Geny zaangazowane w rozwoj
wypustki wlo$nikowej zidentyfikowane u roslin jednoliSciennych zamieszczono w tabeli 2.1.

Morfologicznym przejawem formowania si¢ wtosnikow jest tworzenie ich zawigzkow
na powierzchni korzenia podczas inicjacji. Na tym etapie wlosniki przybierajg posta¢ bulwki
powstajacej na powierzchni trichoblastow. Opisano mutanta rth3 u kukurydzy, u ktorego
wypustka wlosnikowa wykazuje zmiany ksztaltu w poroéwnaniu z typem dzikim (Wen
i Schnable, 1994). Za ten fenotyp odpowiedzialny jest gen, ktorego produkt nalezy do rodziny
biatek COBRA (Hochholdinger i inni, 2008). Udowodniono, ze u A. thaliana biatka COBRA
sg zwigzane m.in. z roznymi typami ekspansji komorek oraz z procesem biosyntezy Sciany
komorkowej, poprzez wigzanie czasteczek celulozy (Brady i inni, 2007; Liu 1 inni, 2013).
Proponuje sig, ze ekspresja genu RTH3 jest kontrolowana przez gen RTH5, ktérego produkt
jest rowniez zaangazowany w rozluznienie $ciany komodrkowej przez produkcje rodnikow
hydroksylowych. Po rozluznieniu $ciany, transblonowe biatko RTH6 syntetyzuje celuloze na
btonie plazmatycznej. Nastgpnie nowo powstate czastki celulozy sa wyttaczane od
wewngtrznej strony $ciany komorkowej na szczycie wlo$nika i w ten sposéb wzmacniana jest
wypustka, podczas gdy biatko RTH3 zakotwiczone przez glikozylofosfatydyloinozytol

w btonie odpowiada za organizacje zsyntetyzowanej celulozy (Li i inni, 2015).
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Tabela 2.1. Geny zaangazowane w proces wzrostu szczytowego wlosnikéw u roslin jednolisciennych
potwierdzone badaniami mutantéw i/lub linii z nadekspresja genu.

Gatunek Gen Kodowane bialko | Funkcja genu Referencje
Jeczmien HVEXPB7 ekspansyna rozluznianie $ciany He i inni, 2015
komoérkowe;j
Kukurydza | RTH1 podjednostka egzocystu  polarna egzocytoza Wen i inni,
2005
RTH5 oksydaza NAPDH ustalenie wysokiego Nestler i inni,
poziomu ROS w 2014
wierzchotku rosnacego
wlo$nika
RTH3 biatko COBRA organizacja Hochholdinger
zsyntetyzowanej celulozy / i inni, 2008
wydtuzanie komorek
RTH6 syntaza celulozy biosynteza $ciany Li i inni, 2016
komoérkowej
OsEXPB5  ekspansyna rozluznianie $ciany ZhiMing
komoérkowe;j i inni, 2011
OsRTH1  apyraza hydroliza ATP Yuo i inni,
2009
OsFH1 formina polimeryzacji aktyny w Huang i inni,
cytoszkielecie 2013b
OsCLSD1 glukozylotransferaza synteza celulozy Kim i inni,
2007; Yuo
i inni, 2011
OsXXT1  ksylozylotransferaze formowanie potaczen Wang i inni,
ksyloglukanu celuloza - ksyloglugan 2014
Pszenica TaRSL4 czynnik transkrypcyjny  doktadnie niepoznana / Han i inni,
z rodziny biatek bLHLH  kontrola ekspresji genéw 2016
zaangazowanych w
wydtuzanie wlo$nikow

Z inicjacja tworzenia wlo$nikéw u przedstawicieli roslin jednoliSciennych wigzaé sie
moze takze dzialanie peroksydaz. Trzy geny kodujace enzymy z tej grupy zidentyfikowano na
podstawie analizy transkryptomu tkanki korzenia jeczmiennego bezwlosnikowego mutanta
rhll.a i jego odmiany wyjsciowej (Kwasniewski i inni, 2010), stwierdzajac znaczne obnizenie
poziomu ich ekspresji u mutanta w stosunku do formy dzikiej. Jeden z tych genéw, HVPRX45
(PEROXIDASE 45) poddano bardziej szczegotowej analizie z wykorzystaniem zaréwno
mutanta bezwtosnikowego, jak i formy rhpl.b (root hair primordial.b) wyksztatcajacej
wlo$niki tylko do stadium primordium (Chmielewska i inni, 2014). Hybrydyzacja mRNA in
situ pozwolita wykry¢ transkrypt genu HVPRX45 w pojedynczych komoérkach epidermy
korzenia u ro$lin typu dzikiego oraz u mutanta rhpl.b, podczas gdy nie wykrywano ekspresji
tego genu w bezwlo$nikowym mutancie rhll.a. Sugeruje si¢, ze gen HVPRX45 moze

posrednio uczestniczy¢ W inicjacji wlosnikéw w typie dzikim i w mutancie rhpl.b tworzacym
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primordia, podczas gdy niedobor rodnikow hydroksylowy w korzeniach mutanta rhll.a moze
wigzac¢ si¢ z brakiem procesu inicjacji wlosnikow (Kwasniewski i inni, 2013).

W kierowaniu wzrostem szczytowym wlosnikow wazne jest rowniez, wyznaczenie
kierunku ekspansji komorek, reorganizacja cytoszkieletu oraz transport pecherzykowy
komponentow $ciany komorkowej do szczytu wilosnika. Istotng rolg¢ w tych procesach
odgrywa tworzenie gradientow reaktywnych form tlenu (Reactive Oxygen Species; ROS)
oraz wapnia (Ketelaar, 2014; Zhou i inni, 2014). Ze wzgledu na fakt, iz wydluzanie komodrek
wymaga podazy materiatow budulcowych $ciany komorkowej, niedobory w syntezie tych
zwigzkow jak 1 ich transporcie moga powodowac¢ zahamowanie procesu wzrostu wtosnikow
(Campanoni i inni, 2007). Pierwsze doniesienia o zaangazowaniu syntazy celulozy
w wydluzanie wilosnikow u roslin jednolisciennych dotyczg biatka z grupy ro$linnych
odpowiednikéw syntaz celulozowych, kodowanego przez gen OsCSLD1 (Oryza sativa
cellulose synthase-like D1). Syntazy celulozowe zaliczane sa do rodziny glukozylotransferaz,
ktore moga bra¢ udziat w biosyntezie polimeréw $ciany komorkowej (Li i inni, 2009).
Primordia wto$nikéw u mutanta csld1 sg normalnie wyksztalcone, jednak wlosniki w trakcie
wzrostu uzyskuja mniejsza dtugos$¢, przy czym nie stwierdzono rdznicy w ich gestosci lub
rozmieszczeniu, co sugeruje, ze gen OSCSLD1 bierze udziatl w procesie elongacji wlosnikow.
Linie z nadekspresja genu OSCSLD1 charakteryzowaty si¢ dwukrotnie dtuzszymi wiosnikami,
w porownaniu do wtosnikow wytwarzanych przez rosliny typu dzikiego (Kim 1 inni, 2007).
Gen OsCSLD1 jest prawdopodobnym ortologiem funkcjonalnym genu KOJAK/AtCSLD3,
ktorego produkt zaangazowany jest w synteze celulozy i jest konieczny na etapie elongacji
wlo$nikow u A. thaliana (Kim i inni, 2007). Réwniez u ryzu analiza mutanta rh2 (root-
hairless2) pozwolita na zidentyfikowanie genu OsXXT1, ktory koduje enzym
6-ksylozylotransferaze ksyloglukanu i zaangaZzowany jest w tworzenie wigzan pomiedzy
czasteczkami ksyloglukanu 1 celulozy (Wang 1 inni, 2014). Mutacja w genie OSXXT1,
powoduje nieprawidtowe wydtuzenie wtosnikéw korzeniowych.

Inng duzg grupg biatek zaangazowanych we wzrost szczytowy sg biatka z rodziny
ekspansyn, ktore wykazuja zdolno$¢ do rozluzniania $cian podczas wydluzania komorki.
Wykazano, ze ekspansyny kodowane przez geny HVEXPB1 (Kwasniewski i Szarejko, 2006),
OsEXPB5 i OsEXPA17 (Won i inni, 2010; ZhiMing i inni, 2011) prawdopodobnie sa
zaangazowane w inicjacje oraz wydtuzanie wlosnikow.

Materiat do syntezy Sciany komorkowej podczas elongacji wtosnikow dostarczany jest
do szczytowej czesci komorek za posrednictwem pecherzykow, ktore ulegaja egzocytozie.

Proces ten jest mozliwy dzigki biatkowemu kompleksowi egzocystu, zlokalizowanemu po
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wewnetrznej stronie blony komoérkowej. U kukurydzy opisano gen RTH1, ktory koduje biatko
homologiczne do podjednostki egzocystu biatka Sec3, zidentyfikowanego u drozdzy oraz
ssakow. Komorki ryzodermy mutanta rthl (root hairlessl) tworza normalnie wygladajace
primordia wlo$nikow, jednak nie ulegaja one wydtuzeniu. Co istotne, mutacja w genie RTH1
nie ma wplywu na wydluzenie tagiewki pytkowej, co sugeruje, ze jego funkcja jest
specyficzna dla komorek wilosnikowych (Wen 1 inni, 2005). U A. thaliana, mutacja
w homologicznym genie EXO70A1 powoduje efekt plejotropowy w postaci zaburzonego
polarnego wzrostu witosnikow, skréconych organow (m.in. pedow, lisci), utraty dominacji
wierzchotkowej oraz powstawania bocznych kwiatostanéw zamiast merystemoéw kwiatowych
(Synek i inni, 2006).

Z kolei, analiza mutanta ryzu rthl (root hairless 1) pozwolita na identyfikacje genu
OsRTH1 kodujacego apyrazg, ktora nalezy do grupy fosfataz (Yuo i inni, 2009). Zadaniem
tych zwigzkow jest hydroliza ATP do AMP. U mutanta rthl wzrost wto$nikow zahamowany
jest w fazie tworzenia wypustki, dodatkowo mutanty charakteryzuje si¢ skroconym pedem
i systemem korzeniowym. Analizy lokalizacji ATP prowadzone dla wlosnikow A. thaliana,
Medicago truncatula oraz T. estivum wykazaty, ze czasteczki ATP zlokalizowane byty
w macierzy pozakomodrkowej wierzchotka rosnacej wypustki wtosnikowej (Kim 1 inni, 2006).
Przypuszcza sig, ze nierownomierny rozktad ATP na powierzchni wlosnikdéw jest niezbedny
do ustalenia gradientow ROS oraz wapnia (Choi 1 inni, 2014).

Analiza innego mutanta ryzu (Ds24419), ktory formuje istotnie skrocone wiosniki
w poréwnaniu z typem dzikim, pozwolita na identyfikacj¢ genu OSSNDP1 (Secl4-Nodulin
Domain-Containing Protein 1) kodujacego biatko sygnatowa fosfatydyloinozytolu (Huang
i inni, 2013a). Wykazano, ze fosfatydyloinozytol stanowi miejscowo specyficzng czasteczke
sygnatowa zlokalizowang na szczycie wlo$nika. Zwigzek ten zaangazowany jest w ustalanie
kierunku reorganizacji cytoszkieletu, koniecznego do transportu pecherzykoéw (Kusano 1 inni,
2008). Fenotyp tego mutanta ryzu sugeruje powazne zaburzenie we wzroscie SZCzytowym co
prawdopodobnie jest zwigzane z dezorganizacjg cytoszkieletu i/lub zaburzonym transportem
pecherzykow (Huang i inni, 2013b).

Roéwniez u ryzu opisano gen OsFH1 (Formin Homologyl), ktéry koduje biatko
z grupy formin. Wykazano, ze forminy biorg udzial w podziale komorek, elongacji organéw
jak rowniez we wzro$cie wierzchotkowym (Yang 1 inni, 2011; Wang 1 inni, 2012). Biatka te
odgrywaja role w procesie organizacji cytoszkieletu poprzez udziat w polimeryzacji aktyny
(Pei 1 inni, 2012; Cvrc¢kova i inni, 2015). Nalezy zaznaczy¢, ze ekspresja genu OsFH1

w zmutowanym fenotypie byla jednak zalezna od warunkow srodowiska. Rosliny z mutacja
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punktowa w genie OSFH1 hodowane na ptynnej pozywce wykazywaty skrocone wiosniki
w poréwnaniu do osobnikow typu dzikiego, jednak gdy byly one hodowane na stalym
podtozu roznica w ich dlugosci zanikata. Autorzy postuluja, ze korzenie mutantéw moga
wykazywa¢ wigksza wrazliwo$¢ na niedostatek tlenu charakterystyczny dla pozywek
ptynnych (Huang i inni, 2013a). Wydaje sie wiec, ze wplyw genu OsFH1 na wzrost

wlo$nikéw moze mie¢ charakter fakultatywny.
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2.4. Klonowanie genéw w oparciu o mape¢

Ustalenie powigzania pomi¢dzy sekwencja genu a jego biologiczng funkcjag ma
znaczenie nie tylko dla zrozumienia podstawowych proceséw lezacych u podtoza rozwoju
i funkcjonowania organizméw, ale rowniez dla wykorzystania tej wiedzy w praktycznej
hodowli roslin i zwierzat. Z uptywem czasu wdrozono dwie odmienne strategic badania
funkcji genow, okre$lone jako ‘forward’ oraz ‘reverse genetics’. Klasyczna strategia
(‘forward genetics’) oparta jest na znalezieniu genetycznych podstaw odpowiedzialnych za
fenotyp analizowanego osobnika (Peters i inni, 2003; Schneeberger i inni, 2011). Z kolei,
odwrotna genetyka (‘reverse genetics’) jest terminem stosowanym dla metod probujacych
okresli¢ biologiczne funkcje genu 0 znanej sekwencji przez badanie fenotypu osobnikéw,
w ktorych znany gen zostat zmodyfikowany (Gilchrist i Haughn, 2005; Manzanares i inni,
2016).

Pierwszy etap ustalania funkcji genu w oparciu o klasyczng strategi¢ polega na
wyprowadzeniu osobnika niosgcego homozyotyczng mutacje, objawiajaca si¢ jakoSciowa
zmiang fenotypu (Schneeberger, 2011). Waznym elementem procedury jest okreslenie, czy
zmiana generujaca nowy fenotyp zaszta tylko w jednym genie, ktory bedzie obiektem
badania. Poszukiwanie allelu genu, ktory jest odpowiedzialny za obserwowany fenotyp jest
zazwycza] wieloetapowym procesem, w ktorym podstawowg stosowang techniky jest
klonowanie w oparciu o map¢. Klonowanie oparte o mapeg, zwane inaczej klonowaniem
pozycyjnym, jest definiowane jako metoda izolacji genu, bedacego przedmiotem
zainteresowania, bez wczesniejszej wiedzy o produkcie poszukiwanego genu (Krattinger
i inni, 2009).

Klonowanie genu na podstawie mapy obejmuje szereg etapow, z ktdrych pierwszym
jest umiejscowienie genu na mapie genetycznej. Warunkiem wstgpnym catej procedury jest
dysponowanie dwoma latwo rozréznialnymi allelami poszukiwanego genu, z ktorych jeden
jest charakterystyczny dla typu dzikiego, a drugi warunkuje fenotyp mutanta. Pozwala to na
wyprowadzenie populacji mapujacej, ktorej osobniki stanowig material do analizy sprzezen
genu odpowiedzialnego za analizowany fenotyp z molekularnymi markerami genetycznymi.
Zazwyczaj, w procedurach izolacji genu w oparciu 0 map¢ na poczatku tworzona jest mapa
genetyczna o niskiej rozdzielczosci, ktora posiada markery zlokalizowane w réznych
miejscach genomu (Ryc. 2.3). Do utworzenia takiej mapy zwykle stosuje si¢ populacje
mapujace o niewielkiej liczebnosci tzn. 100-250 osobnikow (Krattinger 1 inni, 2009). Na ogot

na etapie inicjalnego mapowania, odlegtosci migdzy markerami powinny by¢ nie wigksze niz
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25 c¢M od analizowanego locus, a odlegtos¢ migdzy markerami najblizej flankujacymi
poszukiwane locus nie wigksza niz 10 cM (Stein i Graner, 2004).

Informacje uzyskane ze wstepnego etapu mapowania zwykle nie s3 wystarczajace do
precyzyjnego okreslenia potozenia genu. Z tego powodu konstruuje si¢ wysokorozdzielcza
mape, ktora powstaje na podstawie populacji mapujacej zlozonej z wigkszej liczby roslin.
Osobniki poddaje si¢ genotypowaniu z zastosowaniem markeréw flankujacych badany gen,
w celu wyselekcjonowania rekombinantow pomigdzy tymi markerami. Zazwyczaj
rekombinanty wykorzystywane sg w dalszych etapach, do wysycenia markerami interwatu
otaczajacego analizowany gen, co prowadzi do zlokalizowania nowych sekwencji w jak
najmniejszej odleglosci po obu stronach mapowanego genu (Krattinger i inni, 2009).
Kolejnym etapem procedury izolacji genu jest wyznaczenie fizycznego regionu w genomie,
w ktorym zlokalizowane s3 markery molekularne flankujace badany gen. Pierwsze ze
stosowanych w tym celu strategii obejmowaly procedury wedrowania po chromosomie
(chromosme walking) lub ladowania na chromosomie (chromosome landing), w ktorych do
przej$cia miedzy mapa genetyczng a fizyczng konieczne bylo stworzenie biblioteki klonow
BAC na bazie genomu badanego mutanta. Lacznikiem migedzy mapa genetyczng a fizyczng
byla detekcja sekwencji markeréw flankujacych analizowany gen wsréd klonéw BAC za
pomoca hybrydyzacji lub techniki PCR. W rezultacie, mozliwe bylo wytypowanie
pojedynczego klonu lub zestawu klondéw uszeregowanych w postaci kontigu, w obrebie
ktérego powinien znajdowac si¢ gen docelowy. W ten sposdb, na podstawie klonow BAC
tworzono mape¢ fizyczng, w celu wyznaczenia obszaru chromosomowego do typowania
genow kandydackich (Schulte i inni, 2011; Krattinger i inni, 2009).

Obecnie, dla wielu gatunkéw dostepne sa informacje o sekwencji genomu, ktore
mozna wykorzysta¢ do tego etapu pracy. W tym przypadku, warunkiem koniecznym jest
wykorzystanie jeszcze w mapowaniu genetycznym takich sekwencji, ktorych potozenie
fizyczne w genomie jest znane i zastosowanie ich jako markeréw do zawezania mapy
genetycznej. Procedura rozpoczyna si¢ od identyfikacji polimorfizmu migdzy genotypami
rodzicielskim populacji mapujacej w obrgbie wytypowanych sekwencji z dostepnych map
fizycznych zdeponowanych w bazach danych. Zwykle bazuje si¢ w tym przypadku na
polimorfizmie pojedynczych nukleotydow (Single Nucleotide Polymorphism; SNP).
W dalszej kolejnosci, polimorficzne markery mapuje si¢ na mapie fizycznej, wyznaczajac tym
samym, ktory obszar mapy genetycznej odpowiada konkretnej lokalizacji fizycznej
w genomie. Znalezienie dwoch markerow o znanej fizycznej lokalizacji, ktore beda

flankowa¢ badany gen, pozwala na wskazanie interwalu, w obrgbie ktorego mozna
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wytypowa¢ geny kandydackie, opierajgc si¢ o informacje zdeponowane w bazach danych.
W dalszych fazach procedury izolacji genu przeprowadzane jest sekwencjonowanie genow
kandydackich z wyselekcjonowanego regionu na fizycznej mapie genomu celem identyfikacji
mutacji. W koncowym etapic wykonywana jest weryfikacja biologicznej funkcji genu
kandydackiego w celu potwierdzenia, czy zmutowany gen jest odpowiedzialny za
obserwowany fenotyp (Krattinger i inni, 2009; Singh 1 inni, 2015a). Najwazniejsze etapy
procedury klonowania w oparciu o mape sg szczegétowo omdéwione w nastepnych czesciach

tego rozdziatu.
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Rycina 2.3. Schemat klonowania pozycyjnego genu: A) konstrukcja mapy genetycznej o niskiej
rozdzielczosci. B) konstrukcja mapy genetycznej o wysokiej rozdzielczo$ci. C) mapa fizyczna.
Czerwone gwiazdki — miejsce zajécia rekombinacji; zielone pionowe linie — marker genetyczny;
zielone strzatki — lokalizacja gendw na mapie fizycznej (Stein i Graner, 2004; Krattinger i inni, 2009;
zmodyfikowane).
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2.4.1. Populacje mapujace

Pierwszym krokiem w projektach klonowania w oparciu o mape jest wyprowadzenie
populacji mapujacej, czyli segregujacego pod wzgledem markerow potomstwa uzyskanego
z krzyzowania dwoch rodzicéw. Jeden z nich zawiera zmutowany allel poszukiwanego genu,
ktory powoduje tatwo rozpoznawalne zmiany fenotypu (Schneeberger, 2011). Rodzice
wybrani do krzyzowania powinni by¢ zréznicowani genetycznie, co jest warunkiem
koniecznym, umozliwiajacym analiz¢ sprz¢zen dla wielu markeréw. Z drugiej strony, dystans
genetyczny pomiedzy genotypami osobnikéw rodzicielskich nie powinien powodowac
sterylno$ci potomstwa, badz wysokiego poziomu zaburzen segregacji markeréw (Semagn
i inni, 2006; Singh i inni, 2015a). Dla ro$lin samopylnych najczesciej stosowanymi typami
populacji mapujacych sa: pokolenie F,, populacje otrzymane przez krzyzowanie wsteczne
z jednym z rodzicow (BC - backcross), rekombinacyjne linie wsobne (RIL - Recombinant
Inbred Lines), oraz populacje podwojonych haploidow (DH - Doubled Haploids) (Collard
I inni, 2005). Populacje F, oraz BC sg tatwe do uzyskania, a wyprowadzenie duzej liczby
osobnikow wigze si¢ z relatywnie niewielkim nadkladem czasu. Podstawowa wada populacji
F, jest mozliwos¢ tylko jednokrotnego jej wykorzystania, osobniki F, segreguja w pokoleniu
Fs, co okresla si¢ jako nietrwalo$¢ genetyczng. Pomimo tej wady, ze wzgledu na prostote
uzyskiwania licznego pokolenia F,, ten typ populacji jest bardzo czesto stosowany
w procedurze klonowania w oparciu o mape (Wei 1 inni,1999; Pellio i inni, 2005; Yan i inni,
2006; Nair i inni, 2010; Gill i inni, 2016; Qin i inni, 2015; Ui i inni, 2015; Yoshikawa i inni,
2016; Rizzolatti i inni, 2017). Nietrwato$¢ dotyczy takze populacji BC, natomiast populacje
lini1 RIL 1 DH sg genetycznie utrwalone. Linie RIL otrzymywane sga poprzez wyprowadzenie
pokolenia F,, samozapylanie roslin i nastepnie wybieranie pojedynczego ziarna z kazdej
samozapylonej ro§liny, 1 powtarzanie tej procedury przez 6-8 pokolen. W ten sposob,
w kazdym pokoleniu liczba heterozygot ulega zmniejszeniu, a homozygot wzrasta, az do
uzyskania utrwalonych linii homozygotycznych. Zaktada si¢, Ze 6sme pokolenie jest blisko
w 99,22% homozygotyczne (Singh i inni, 2015a). Osobniki populacji tego typu przechodza
wiele rund mejozy, dlatego charakteryzuje je wysoki stopien rekombinacji, co ma duze
znaczenie w tworzeniu map genetycznych o wysokiej rozdzielczosci.

Innym rodzajem populacji mapujacej jest populacja podwojonych haploidow. Linie
DH uzyskuje si¢ na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych i izolowanych mikrospor,
lub na drodze gynogenezy w kulturach zalagzni 1 izolowanych makrospor. Uzyskanie

podwojonych haploidow jest rowniez mozliwe przez krzyzowanie oddalone i eliminacje
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chromosomow (Segui-Simarro 1 inni, 2008). Linie DH generowane sg w krotkim czasie,
w ciggu jednego pokolenia i podobnie jak w przypadku linii RIL, populacja DH jest
genetycznie utrwalona, co umozliwia jej wielokrotne uzycie w roznych badaniach.
W projektach klonowania w oparciu o mapg, populacje podwojonych haploidow oraz
krzyzowek wstecznych wybierane s3 jako samodzielna populacja mapujgca, badz jako
uzupehnienie bazowej populacji F, (Xu i inni, 2017; Ren i inni, 2016; Jost i inni, 2016).
Ograniczeniem w wykorzystywaniu populacji DH jest niska wydajno$¢ uzyskiwania roslin
haploidalnych u niektorych gatunkéw i zaleznos$¢ efektywnos$ci tego procesu od genotypu
(Schneider, 2005; Semagn i inni, 2006).

Powodzenie procedury izolacji genow wymaga wystarczajaco licznej populacji,
a liczebno$¢ jest silnie zalezna od genetycznej 1 fizycznej rozdzielczosci skorelowanej
z czestotliwoscig rekombinacji (Stein i Graner, 2004). Dla konstruowania mapy szkieletowej
o niewielkiej rozdzielczos$ci stosuje si¢ zazwyczaj ok. 100 — 250 osobnikéw w wigkszosci
analizowanych populacji mapujacych (F2, BC, RILs badz DH) (Semagn i inni, 2006; Ferreira
i inni, 2006). Jednak w celu klonowania w oparciu o map¢ zazwyczaj nalezy zastosowa¢ duza
populacje mapujaca. Przyktadowo, dla pokolenia F; jest to najczesciej populacja liczaca kilka
tysiecy osobnikow (Krattinger i inni, 2009). Z kolei, w przypadku populacji RIL lub DH,
ktore sa homozygotycznymi liniami przedstawiajacymi mozliwe uktady alleli w gametach,
mozna zastosowa¢ mniej liczne populacje w poréwnaniu do populacji F.

Wielkos¢ populacji mapujacej w procedurze klonowania pozycyjnego zalezy od
lokalizacji genu. Precyzyjne wykrycie zdarzen rekombinacyjnych pomigdzy mapowanymi
loci jest znacznie tatwiejsze dla regiondéw o duzej czestotliwosci zjawiska crossing-over,
dlatego mozliwe jest stworzenie mapy genetycznej o wysokiej rozdzielczos$ci roéwniez
w oparciu 0 mniej liczne populacje. Izolacja genu ma najwigksze prawdopodobienstwo
zakonczy¢ sie sukcesem, gdy odleglos¢ flanujacego markera od poszukiwanego genu jest
praktycznie rowna 0 ¢cM, co moze wskazywac na sytuacje, kiedy marker jest zlokalizowany
w sekwencji mapowanego regionu. Cz¢sto podawana warto$¢ dlugosci przedziatu, ktory
wyznaczaja markery flankujace docelowy locus i ktora moze zapewni¢ powodzenie izolacji
genow to ok. 0,1 — 1 cM, jednak nalezy zaakcentowac, ze jest to odleglos¢ umowna. Istotne
znaczenie ma fakt, ze odleglo$¢ genetyczna nie jest rowna fizycznej odlegtosci dwodch
punktow na mapie, w zwigzku z czym mapy genetyczne zbudowane w oparciu czgstotliwos¢
rekombinacji markerow molekularnych, niekoniecznie odzwierciedlaja ich fizyczne
potozenie. Rozklad czestotliwosci rekombinacji w genomie jest nierbwnomierny, a wskazniki

rekombinacji pomigdzy r6znymi rejonami moga roézni¢ si¢ nawet dziesigciokrotnie (Kunzel
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i inni, 2000, Akhunov i inni, 2003; Stein i inni, 2000). Jest to spowodowane faktem, iz
zjawisko crossing-over wystgpuje rzadziej w rejonach centromeréw w porownaniu do
obszarow dystalnych chromosomow. Powodem zréznicowania czgsto$ci crossing-over jest
nie tylko duze fizyczne naprezenie DNA przy centromerach, ktore wystepuje podczas
wymiany chromatyd (Talbert i inni, 2010), ale réwniez czesta obecno$¢ fragmentow
heterochromatyny bliskim centromeru odcinkach chromosoméw. Zwigkszona kondensacja
chromatyny podczas mejozy moze wpltywaé na wyciszenie rekombinacji (Stapley i inni,
2017). Niedawne doniesienia, oparte na analizie roslin zbozowych sugeruja, ze zwickszona
czestotliwos$¢ rekombinacji wystepuje w miejscach charakteryzujgcych si¢ niskim poziomem
metylacji DNA oraz mniejszg liczbg transpozonow, przy czym sg to rejony o wysokiej
gestosci wystepowania genow (Lambing 1 inni, 2017). Kluczowa rolg w wyciszaniu
rekombinacji w  rejonach  centromerowych  odgrywaja  zmiany  epigenetyczne
heterochromatyny, oraz aktywno$¢ genéw zaangazowanych w hamowanie tego procesu (Choi
i inni, 2017; Underwood i inni, 2018). Z kolei, otwarta struktura chromatyny jest wazng cechg
rejondw ze zwigkszong czestotliwos$cia rekombinacji u roslin (Lambing i inni, 2017).
W niektérych regionach w genomie moze nie dochodzi¢ do rekombinacji na dhugich
dystansach fizycznych i dlatego sg one niepodatne na klonowanie oparte na mapach
genetycznych. W przypadku genomu jeczmienia podaje si¢, ze ok. 30% genow znajduje si¢
poza dystalnym DNA (Higgins i inni, 2014). Wiekszos¢ sklonowanych do tej pory genow
jeczmienia znajduje si¢ w dystalnych obszarach chromosomoéw, gdzie stosunek odlegtosci
fizycznych 1 genetycznych daje wigksze szanse na pomyslne zakonczenie klonowania
pozycyjnego (Ariyadasa i inni, 2014). Istotnym praktycznym zastosowaniem faktu, ze zmiana
stosunku odleglosci genetycznej do fizycznej jest zalezna od regionu chromosomu jest
mozliwo$¢ wyboru liczebnosci populacji mapujacej. Jesli badany gen potozony jest w rejonie
0 wysokiej czestosci rekombinacji, mozliwe jest ograniczenie liczby analizowanych

osobnikow.

2.4.2. Konstrukcja mapy genetycznej

Mapowanie genetyczne polega na okresleniu pozycji oraz wzglednej genetycznej
odlegtosci pomigdzy markerami lub genami w chromosomach (Collard i inni, 2005). Mapa
genetyczna jest konstruowana na podstawie danych uzyskanych podczas analizy segregacji
polimorficznych markeréw w populacji mapujacej. Analizy zwigzane z markerami DNA

opieraja si¢ na naturalnie wystgpujagcym polimorfizmie w obrebie genomow, ktory jest
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podstawg zmiennos$ci genetycznej. Zasada klonowania pozycyjnego polega na
systematycznym zawezaniu przedziatu genetycznego zawierajacego mutacje odpowiedzialng
za fenotyp. Mozna to osiggna¢ przez zastosowanie dostepnych i/lub nowo wygenerowanych
markeréw genetycznych. W ostatnich 30 latach opisano wiele metod genotypowania, lecz
przelomem w rozwoju systemow markerow byto wprowadzenie markeréw SSR (Simple
Sequence Repeats), ktore charakteryzuje wysoki poziom polimorfizmu oraz kodominacyjny
charakter dziedziczenia, ponadto s3 one szeroko rozpowszechnione w genomach zboz.
Dlatego przez wiele lat markery SSR byty szeroko stosowane do mapowania genetycznego
(Ramsay i inni, 2000; Varshney i inni, 2007; Liu i inni, 2017). Dzieki opublikowanym
mapom genetycznym i ogdlnodostepnym bazom danych markery SSR sa latwo dostgpne
i czesto stuzg w pierwszych etapach procedury klonowania genu do tworzenia map
o mniejsze] rozdzielczosci, jak réwniez jako wspdlne punkty zakotwiczenia dla map
zawierajacych markery SNP. Dodatkowo, markery SSR stanowia znaczniki shuzace jako
punkty odniesienia, ktore sag pomocne w ustalaniu wtasciwego utozenia nowo opracowanych
markeréw, wprowadzanych na wysokorozdzielcze mapy (Mammadov i inni, 2012).

Polimorfizmy  pojedynczych  nukleotydow  (SNP), stanowig  najbardziej
rozpowszechnione zrédto zmiennosci DNA 1 w konsekwencji staly si¢ najpopularniejszym
narzedziem w badaniach zwigzanych z izolacjg genéw w oparciu u mapy sprzezen (Zhou
i inni, 2015). Na przestrzeni ostatnich 10 lat automatyzacja technologii do analizy zmian typu
SNP pozwolita na generowanie map sprz¢zen wysyconych wieloma markerami, przy
zredukowanym czasie potrzebnym na genotypowanie, w stosunku do poprzednich rozwigzan
(Garrido-Cardenas i inni, 2018).

Tworzenie mapy zazwyczaj przeprowadza si¢ za pomocg programdéw komputerowych
takich jak np. JoinMap (Stam i inni, 1993), Mapmaker (Lander i inni, 1987), MapManager
(Manly i inni, 2001), Linkage (Lathrop i inni, 1984), LINKAGE MAP (Eppig i Eicher 1983),
LINKAGE-1 (Suiter i inni, 1983), GMendel (Echt i inni, 1992) oraz PGRI (Lu
1 Liu 1995). Konstrukcja mapy obejmuje kilka podstawowych etapow. Pierwsze obejmuja
oznaczenie, czy analizowane loci nie wykazuja zaburzen w segregacji oraz badanie sprz¢zen
pomiedzy kazda ich para. Istotng faza konstrukcji mapy genetycznej jest ustalenie kolejnosci
markeréw nalezacych do tej samej grupy sprzezen wzgledem siebie. Finalnym etapem

tworzenia mapy genetycznej jest ustalenie odlegtosci pomiedzy jej poszczegdlnymi punktami.
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2.4.3. Tworzenie mapy genetycznej o wysokiej rozdzielczosci

Po zmapowanie badanego genu i okresleniu mozliwie blisko z nim sprz¢zonych,
flankujacych markerow molekularnych prowadzi si¢ powigkszanie populacji mapujace;j.
Nastepnie powigkszong populacje poddaje si¢ kolejnym analizom, w celu wytypowania
nowych markerow, blizej sprzezonych z analizowanym locus. W przypadku gdy baza do
mapowania jest pokolenie F,, stosowane moga by¢ na tym etapie dwa podejscia.

Pierwsze z nich wykorzystuje strategi¢ analizy zbiorczych pul segregantow (Bulk
Segregant Analysis; BSA) (Michelmore i inni, 1991). Metoda BSA opiera si¢ na sporzadzeniu
dwoch puli DNA z osobnikéw pochodzacych z populacji mapujacej. Przy czym kazda z nich
zawiera DNA osobnikow takich samych pod wzglgdem analizowanej cechy tzn. jedna pula
obejmuje rosliny o fenotypie dzikim, a druga zmutowanym. Pule poddawane sa
genotypowaniu za pomocg tych samych markeréw molekularnych w celu identyfikacje
polimorficznych markeréw sprzezonych badang cechya. Markery sprzgzone z analizowang
cechg beda przejawia¢ nadreprezentacje¢ zmutowanego allelu rodzicielskiego tylko w puli
utworzonej z osobnikow o fenotypie mutanta.

Bardziej precyzyjng alternatywa dla metody BSA jest wykorzystanie rekombinantéw
migdzy badanym genem a flankujagcymi go markerami, ktore moga stanowi¢ podstawe do
poszukiwania nowych markerow, jeszcze blizej sprzg¢zonych z genem. Typowanie nowych
markeréw wymaga dysponowaniem ich Zrédlem. Jednym z nich mogg by¢ opracowane mapy
sprzezen, ktore charakteryzuja sie wysoka gestoscia markeréw (dla jeczmienia np. Rostoks
1 inni, 2005; Varshney 1 inni, 2007; Close 1 inni, 2009; Zhou 1 inni, 2015). Kolejne zrdédto
markerow stanowig bazy danych zawierajace informacje o sekwencjach. Przyktadowo Mayer
1 wspotpracownicy opublikowali sekwencje genomu j¢czmienia 1 umiescili 68% z 32 000
genow w konkretnym chromosomie (Mayer i inni, 2009; Mayer i inni, 2012). Ten
uporzadkowany i bogaty w informacje szkielet wirtualnego genomu jeczmienia, znany jako
Genome Zipper, zapewnit Zréodlo do rozwoju markeréw molekularnych dla projektow
wysokorozdzielczego mapowania w docelowym regionie gendw kandydackich. Niedawno
liniowy, wirtualny model uporzadkowania genow, zostat zastgpiony przez zbidr genetycznie,
fizycznie 1 funkcjonalnie opisanych sekwencji jeczmienia, ktore stanowig fizyczng mapeg
genomu, zapewniajac kolejne zrodto do typowania nowych markerow genetycznych. Po
wytypowaniu nowych markerow w oparciu o wybrane zrodta przeprowadza si¢ dla nich
analize¢ polimorfizmu pomi¢dzy osobnikami rodzicielskimi populacji mapujacej. Nastgpnie

przeprowadzana jest analiza segregacji tych markeréow w grupie wytypowanych
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rekombinantow, poszukuje si¢ takich markerow, ktore wykazuja najrzadsza czgstotliwosc
zrekombinowanego uktadu w stosunku do analizowanego locus. Jezeli wszystkie
wytypowane rekombinanty charakteryzujace si¢ zmutowanym fenotypem wykazujg ten sam
homozygotyczny genotyp dla miejsca markera, moze $wiadczy¢ to o tym, ze marker jest
zlokalizowany w bardzo bliskim sgsiedztwie poszukiwanego genu, ewentualnie sekwencja
markera stanowi cze$¢ tego genu.

W niektérych pracach badawczych ukierunkowanych na izolacje genu w oparciu
0 mape stosuje si¢ jeszcze jedno podejscie w celu poszukiwania nowych markeréw bardzo
blisko sprz¢zonych z badanym genem. Jest ono oparte o linie blisokoizogeniczne (Near
Isogenic Lines, NILs). Warto podkresli¢, ze stosowanie linii NIL nie musi ogranicza¢ si¢
tylko do etapu mapowania szczegdtowego, ale moze tez od razu stanowi¢ punkt wyjscia dla
catej procedury izolacji gendéw. Line NIL uzyskuje si¢ w wyniku prowadzenia serii
krzyzowan wstecznych, wykorzystujac ro$ling homozygotyczng pod wzgledem
poszukiwanego locus oraz forme dzika. Potomstwo F; uzyskane w wyniku krzyzowania tych
form, Krzyzuje si¢ wstecznie z rodzicem wykazujacym fenotyp typu dzikiego. Kolejno,
przeprowadza si¢ selekcje form, ktore posiadaja zmian¢ fenotypowa, ale rownoczes$nie
zachowuja jak najwigksza liczbe cech formy dzikiej. Wyselekcjonowane osobniki
wykorzystywane sg do kolejnej krzyzowki z forma rodzicielska, a ich potomstwo poddaje si¢
kolejnej selekcji. W trakcie kolejnych krzyzéwek wstecznych, w kazdym nastepnym
pokoleniu cze$¢ materiatu genetycznego mutanta wypierana jest przez genotyp formy dzikiej.
W zwigzku z tym kazde nastgpne pokolenie traci segment genomu mutanta niepowigzany
z badang cechg poprzez jego odsegregowanie, z Kkolei obszar zwigzany z ta cechg jest
zawezany. W efekcie, mozliwe jest znalezienie loci, ktore wykazujg bardzo bliskie sprz¢zenie
z poszukiwanym genem, poniewaz wigkszo$¢ polimorficznych loci pomigdzy formami
dotyczy wyselekcjonowanej czgsci genomu mutanta (Ngu i inni, 2014; Xiao i inni, 2016).

Powyzsze analizy populacji mapujacych pozwalaja, aby docelowy region zostat
wysycany dodatkowymi markerami molekularnymi otaczajacymi badany gen w znacznie

mniejszych odleglosciach, niz w mapowaniu wstepnym.

2.4.4. Fizyczna mapa i identyfikacja genéw kandydackich

Skuteczna izolacja genu w procedurze klonowania w oparciu o map¢ wymaga
okreslenia fizycznego regionu DNA obejmujacego przedziatl, ktéry zostat zidentyfikowany za

pomoca markeréw flankujacych poszukiwane locus, podczas etapu mapowanie genetycznego.
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Aby etap ten zakonczyl si¢ sukcesem, nalezy dysponowa¢ mapg fizyczng wytypowanego
regionu genomu, ktora jest uporzadkowanym zestawem fragmentow DNA, a odlegtosci na
takich mapach opisane sa w jednostkach fizycznych tzn. w parach zasad.

W przesztosci, kiedy mapy fizyczne genoméw dla wielu gatunkdéw nie byty dostepne,
metodami prowadzacymi do ich konstrukcji byty wedréwka po chromosomie (chromosome
walking) oraz lagdowanie na chromosomie (chromosome landing) (Kubat, 2007). Do
przeprowadzenia obu procedur konieczne bylo dysponowanie biblioteka insertow
genomowego DNA w klonach BAC. We¢droéwka po chromosomie oparta jest na identyfikacji
klonow, ktore posiadaja sekwencje DNA zlokalizowane pomigdzy markerami flankujgcymi
poszukiwane locus. W procedurze wykonuje si¢ seri¢ hybrydyzacji migdzy sekwencja
markera, uzyta jako sonda, a klonami BAC, celem identyfikacji pozytywnych klonow, ktére
szereguje si¢ W nieprzerwang sekwencje DNA czyli kontigi, odzwierciedlaja taki uktad, jaki
wystepuje w genomie. Z kolei metoda ladowania na chromosomie moze by¢ stosowana w
przypadku, gdy mapa genetyczna jest na tyle zageszczona markerami, ze umozliwia
identyfikacj¢ markeréw flankujacych poszukiwany gen w obrebie pojedynczego klonu BAC.
W tej procedurze sekwencje markerow flankujacych stanowig sondy do przeszukiwania
biblioteki insertow, celem znalezienia takiego klonu, ktéry zawiera sekwencj¢ tych markerow,
a zatem prawdopodobnie roéwniez poszukiwany gen. Ostatecznie, Wytypowany rejon
zlokalizowany miedzy markerami flankujgcymi poddawany jest sekwencjonowaniu i
typowaniu genéw kandydackich (Stein i1 Graner, 2004).

Obecnie opisane strategie konstrukcji map fizycznych stracily na znaczeniu.
Informacja o sekwencji genomu, dost¢pna dla coraz wigkszej liczby gatunkéw, oraz
dostgpnos¢  wysokoprzepustowych technologii  sekwencjonowan w projektach nad
mapowaniem genow istotnie zmieniaja klonowanie pozycyjne, poniewaz pozwalaja na
pominigcie najbardziej praco- 1 czasochtonnych koncowych etapéw procedury, tzn.
konstrukcji mapy fizycznej. W takim przypadku, markery flankujace moga bezposrednio
wyznaczy¢ fizyczny region genomu i bazujac na informacji o jego sekwencji mozna
doprowadzi¢ do bezposredniego typowania gendéw kandydackich, ktérych ekspresja moze
leze¢ u podtoza analizowanej cechy (Ariyadasa i inni, 2014).

Przykladowo mapa fizyczna jgczmienia zostala skonstruowana na podstawie
catkowicie zsekwencjonowanych dtugich odcinkéw DNA tzw. ,,rusztowan”, na ktore sktadaja
si¢ zachodzace na siebie kontigi, z kolei ich grupy sa rozdzielone przerwami (ang. gap). Mapa
fizyczna genomu jeczmienia reprezentuje 4,79 Gpz, co w przyblizeniu stanowi

95% sekwencji genomowej, z ktorej 4,54 Gpz zostato przypisanych do doktadnych lokalizacji
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w chromosomach. Co istotne az 3,9 Gpz zostalo zakotwiczonych do wysokorozdzielczej
mapy genetycznej (The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012).
Markery genetyczne skojarzone z mapa fizyczng daja nowe mozliwosci w pracach
zwigzanych z wyborem genow kandydackich praktycznie w dowolnym rejonie w genomie
jeczmienia. Na opracowanej mapie fizycznej genomu jeczmienia opisano 26159 genow oraz
wskazano sekwencje homologiczne do innych gatunkow (Mascher i inni, 2017). W projektach
nad izolacja genow, po okresleniu genetycznego interwatu, w ktorym zlokalizowany zostat
poszukiwany gen, informacje o adnotacjach umozliwig identyfikacje genow kandydackich.
Ostatnie etapy klonowania pozycyjnego, polegaja na identyfikacji genu zawierajgcego
mutacje oraz potwierdzeniu jego roli w wyksztatceniu fenotypu mutanta. W celu identyfikacji
genu czasem prowadzi si¢ analiz¢ in silico z zastosowaniem roéznych aplikacji
komputerowych. Analiza wytypowanej sekwencji najczgsciej jest oparta na porownywaniu jej
z bazami danych, w ktorych zgromadzone sg informacje o sekwencjach genomowych, mRNA
oraz aminokwasowych dla badanego lub pokrewnych gatunkéw. Pozwala to na opis struktury
analizowanego interwalu. W najprostszym przypadku, region ktéry zostal wytypowany na
fizycznej mapie genomu, zawiera pojedynczy gen, co moze wyraznie wskazywac na udziat
tego genu w badanym procesie. Na przyktad, w badaniach nad identyfikacja genu ra3,
zaangazowanego w rozw(j struktury kwiatostanow meskiego i1 zenskiego u Z. mays, po
zawezeniu potencjalnego regionu genomowego do 0,2 ¢cM, co korespondowato z sekwencja
o dhugosci 6 kpz na mapie fizycznej, stwierdzono, Ze zawiera ona jeden gen kodujacy enzym
z grupy tetraloz, zaangazowany w badany proces (Bortiri 1 inni, 2006). Jednak w wigkszosci
badan, region genomowy wytypowany przez flankujace markery zawiera wigcej niz jeden
gen, w takim przypadku wszystkie geny zlokalizowane w typowanym rejonie poddaje si¢
sekwencjonowaniu. Najlepszy gen kandydacki powinien charakteryzowaé si¢ roznicg
w sekwencji 1/lub w poziomie ekspresji pomiedzy mutantem, a jego forma wyjSciowa.
Ponadto, ekspresja kandydata powinna wystgpowaé w tkance lub organie dla ktorych
obserwuje si¢ zmieniong ceche podczas badanego stadium rozwojowego lub by¢ indukowana
odpowiednimi bodzcami. Pomocne jest takze sekwencjonowanie wytypowanych genow
u allelicznych mutantéw. Dla najbardziej obiecujacego genu kandydackiego sekwencja alleli
mutantow powinna nie$¢ zmiang w porownaniu do ich odmian wyjsciowych. Takie podejscie
zostalo wykorzystane np. dla O. sativa w izolacji genu CYP81A6 kodujacego
monooksygenza¢ cytochromu P450 (Pan i inni, 2006) oraz genu OsCCD8, ktérego produkt

biatkowy bierze udziat w syntezie brasinosteroidow (Yuan i inni, 2013).
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W procesie analizy potencjalnego genu kandydackiego nie bez znaczenia pozostaja
informacje zebrane w publikacjach naukowych oraz internetowych bazach danych.
Przykladem popularnej 1 rozbudowanej bazy danych jest Ensembl Plants
(https://plants.ensembl.org/index.html), w ktorej zdeponowano informacje dla tych gatunkow
roslin, dla ktérych dostepna jest kompletna lub prawie kompletna sekwencja genomu. Baza
gromadzi wszystkie dostepne dane dotyczace sekwencji genomu, w tym pozycje
chromosomowe znanych lub przewidywanych genéw, EST oraz sekwencji homologicznych
dla innych gatunkéw. Baza zapewnia graficzny interfejs dla uzytkownika, pozwalajacy na
przegladanie danych sekwencji wraz z ich adnotacjg. Typowanie najbardziej
prawdopodobnego genu kandydata mozna poprze¢ analiza genomiki poréwnawczej, ktora
pozwala na wykazanie zwigzku pomigdzy genomami na podstawie konserwatywnych lub
homologicznych regionéw chromosoméw miedzy pokrewnymi gatunkami. W efekcie,
sekwencje genomowe oraz aminokwasowe genow zidentyfikowanych w regionie
wyznaczonym przez flankujace markery mozna wykorzysta¢ w celu poszukiwania genow
homologicznych o znanych funkcjach w genomach gatunkow spokrewnionych.

Ponadto, czasem sekwencje catego wytypowanego regionu, w ktérym poszukiwany
jest gen kandydat, porownuje si¢ z odpowiednim regionem chromosomowym
u spokrewnionych gatunkéw, dla ktorych zidentyfikowano zjawisko konserwowanej synteni,
odzwierciedlajacej ko-lokalizacje grup genow zwigzanych z ewolucyjnie pokrewnymi
segmentami chromosomowymi. Taka analiza porownawcza moze pozwoli¢ na identyfikacje
genu, ktory moze peli¢ podobng funkcje u analizowanego mutanta. Dla jeczmienia
najczesciej analizuje si¢ synteniczne zalezno$ci z genomem O. sativa lub B. distachyon
(Okagaki i inni, 2013). Jednak w wielu przypadkach homologiczne geny zostaty utracone
przez nagromadzenie niewielkich delecji lub translokacje do innego regionu, co stanowi
powazne ograniczenie dla wykorzystania zjawiska synteni w identyfikacji genu
kandydackiego. Przyktadowo, podczas izolacji genu tolerancji na bor, zlokalizowany
w chromosomie 4H u jgeczmienia, zidentyfikowalo region synteniczny o dtugosci 11,2 kpz
w chromosomie Os3 u ryzu. Pomimo wysokiego poziomu kolinearnosci, czyli zachowania
porzadku utozenia gendw w syntenicznym regionie pomiedzy chromosomem 4H i Os3, nie
zidentyfikowano ortologa genu BOR1 w chromosomie 3 z ryzu (Fleury i inni, 2012).

Powyzsze metody, cho¢ pozwalajg na bardzo dobre uprawdopodobnienie roli genu
kandydackiego w wyksztatcenie badanego fenotypu i sg szczegdlnie przydatne w przypadku
gatunkow, dla ktérych nie opracowano efektywnego systemu transformacji, nie pozwalaja na

dostarczenie ostatecznego dowodu co do funkcji wytypowanego kandydata w badanym
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procesie. Najbardziej bezposrednim dowodem na potwierdzenie, biologicznej funkcji genu
jest komplementacja genetyczna, czyli wprowadzenie do mutanta konstruktu zawierajacego
allel odmiany wyjsciowej (w przypadku mutacji recesywnej), lub allelu zawierajacego
mutacj¢ dominujacg, do odmiany wyjSciowej. Pozytywny wynik testu komplementacji
dowodzi funkcji wytypowanego genu w badanym procesie. Weryfikacje genu kandydata
mozna rowniez przeprowadzi¢ poprzez transformacje formy wyjsciowej konstruktem
zawierajagcym antysensowny RNA, w celu wyciszenia badanego genu. Po stworzeniu linii
z wyciszonym genem analizuje si¢ zmiany fenotypu pozwalajace oceni¢ funkcje badanego

genu.

2.5. Zastosowanie klonowania gen6w w oparciu o mape u jeczmienia

Metoda klonowania genéw w oparciu o mape¢ byla czesto uzywana od poczatku lat
osiemdziesigtych w badaniu genéw u ludzi (Botstein i Risch, 2003) oraz zwierzat, natomiast
dla roslin, system ten zostal opracowany dopiero w ostatniej dekadzie XX wieku (Stein
i Graner, 2004). W 1997 roku sklonowano gen mlo (mildew resistance locus 0) warunkujacy
odpornos$¢ na maczniaka wlasciwego (Erysiphe graminis) i byt to pierwszy gen jeczmienia,
ktory wyizolowano przy uzyciu klonowania w oparciu o mape¢ (Buschges i inni, 1997).
Przykltadami gendéw jeczmienia wyizolowanymi z zastosowaniem strategii klonowania
pozyCyjnego sa geny zaangazowane w odpowiedZ na patogeny, jak rdéwniez geny
warunkujace inne wazne cechy agrobotaniczne, takie jak zawarto$¢ amylozy w ziarnach,
proces wernalizacji, reakcje na zmiany fotoperiodu lub morfologi¢ rosliny. Tabela 2.2.
prezentuje liste przyktadowych gendow jeczmienia, wyizolowanych w oparciu o mape
genetycznag.

Pomimo, ze wiele gendéw u jeczmienia zostalo wyizolowanych przy uzyciu map
genetycznych, procedura nadal stanowi trudne wyzwanie. W ostatnich latach rozwinigto
metody wysokowydajnego sekwencjonowania jako strategie pomocne w izolacji genow,

zwlaszcza w odniesieniu do duzych i skomplikowanych genoméw traw.
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Tabela 2.2. Przyktadowe geny jeczmienia wyizolowane w oparciu o map¢ genetyczng.

Gen Kodowane biatko (1) Rodzaj i Krzyzowka Uzyte Interwal genetyczny Referencje
(2) Liczebnos¢ rodzicielska markery |/ fizyczny miedzy
populacji flankujacymi
mapujacej markerami
mlo (mildew resistance | biatko transbtonowe (1) pokolenie F, Ingrid Mlo 3 x BC7 RFLP, 0,34 cM / ok. 30 kb Buschges i inni,
locus 0) (2) 2022 osobniki Ingrid mlo-3 AFLP 1997; Reinstadler i
inni, 2010
Mla (Mildew homologi biatek CC- (1) pokolenie F; z Franger X Rupee AFLP, 0,25 cM / 261 kb Wei i inni, 1999;
resistance locus a) NBSLRR (N-terminal krzyzowki linii NIL RAPD, Zhou i inni, 2001;
coiled-coil, (2) 1800 osobniki RFLP Halterman i inni,
nucleotide binding site, 2003; Halterman i
Cterminal leucine-rich Wise, 2004
repeat
protein)
Rarl (required for biatko domenami (1) DH Sultan5 x M82; Sultan5 | CAPS b.d. /300 kb Shirasu i inni,
Mlaspecified CHORD, wiazacymi (2) ok. 4000 x M100 1999
resistance 1) jony cynku osobniki
rym4 / rym5 element eukariotycznego | (1) linie RIL Igri x Franka; Alraune |CAPS, |b.d./650 kb Stein i inni, 2005
(resistance to yellow | kompleksu uzyskane z x W122.37-1 STS
mosaic 4 / 5) translacyjnego pokolenia F,
(2) 3886 osobniki
Nud (nudum) czynnik transkrypcji (1) pokolenie F,, Haruna Nijo X AFLP 0.64 cM/ b.d. Taketa i inni,
rodziny ERP / homolog | (2) 2,828 osobnikow | Kobinkatagi 2008; Taketa i
biatka WIN1 / SHN1 u inni, 2006

A. thaliana
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Tabela 2.2. c.d.

Ppd-H1 pseudo-regulator (1) populacja BC; Igri X Triumph brak 0,04 cM / b.d. Turner i inni, 2005
(PhotoperiodH1) odpowiedzi zwigzany (2) 2336 osobniki danych
z dziataniem zegara
biologicznego
VRN3 (Vernalization- | biatko VRN3 ortolog (1) Linie RIL, BGS213 (sVrn-H3) x | CAPS 0,2cM/b.d. Yan i inni, 2006
3) biatka FT (Flowering (2) 800 osobnikow | H.vulgare subsp.
Time) u Arabidopsis spontaneum
Botl (Boron tolerance |biatko z 10-12 helisami | (1) pokolenie F; z Sahara x Clipper EST- 0,15cM/b.d. Sutton i inni, 2007
1) transblonowymi krzyzowki DH (2) CAPS
3360 osobniki
Vrsl (Two-rowed spike | czynnik transkrypcyjny | (1) pokolenie F, Azumamugi' x 'Golden | AFLP, 0,07 cM /518 kb Komatsuda i inni,
1) HDZIP (homeodomain, |czesciowo z linii Promise"; 'Azumamugi | AFLP- 2007
leucin zipper motif) BC X 'Kanto 'Azumamugi' |STS
(2) ok. 5000 x ‘Hanna’ x New
osobnikow Golden M13;
Dissa x New Golden;
OUHG602 x New
Golden M13
Clyl (Cleistogamy 1) | czynnik transkrypcyjny z | (1) pokolenie F, Azumamugi x Kanto EST 0,06 cM /7 kb Nair i inni, 2010
domenami AP2 (Apetala | (2) 2652 osobnikéw | Nakate Gold
2)
Un8 (Ustilago nuda kinaza (2) linie RIL TR09398 x TR07728 |EST- 0.108 cM/ b.d. Zang i inni, 2015
resistance) uzyskane z SNP
pokolenia F,
(2) 4625 osobnikoéw
Rorl (Required for biatko kompleksu (1) pokolenie F,, C69 x Grannenlose CAPS, (0,18 cM/b.d. Acevedo-Garcia i
mlo-specified SNARE (syntaksyna) (2) 2700 osobnikow | Zweizeilige; RFLP inni, 2013

resistance)

A89 x Malteria Heda
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2.5. Metody wysokowydajnego sekwencjonowania jako nowa strategia do izolacji
genow

Rozwdj metod sekwencjonowania nowej generacji (next generation sequencing,
NGS) oraz dostepnos¢ sekwencji wielu genoméw roslinnych, w tym jeczmienia (The
International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012), umozliwity wykorzystanie
sekwencji referencyjnych w procedurach klonowania genéw opartych na technologii NGS,
takich jak SHOREmap (Short-Read Mapping), MutMap oraz MutChromSeq (Mutant
Chromosome Sequencing) (Schneeberger i inni, 2009; Abe i inni, 2012; Fekih i inni, 2013;
Osowski i inni, 2008; Schneeberger i inni, 2014; Sanchez-Martin i inni, 2016). Metody te
wykorzystuja procedury bezposredniej identyfikacji mutacji odpowiedzialnej za
analizowany fenotyp, a proces ten odbywa si¢ podczas resekwencjonowania catego lub
czegsci genomu. Strategie te sg szczegodlnie dedykowane do identyfikacji recesywnych
mutacji wywotanych dziataniem mutagenéw chemicznych.

Strategie wykorzystujace mapowanie przez sekwencjonowanie mozna podzieli¢ na
trzy grupy, w zalezno$ci od rodzaju stosowanej populacji. Pierwsze eksperymenty tego
typu byty prowadzone w oparciu o populacje F, uzyskane w wyniku krzyzowania mutanta
z forma o odmiennym tle genetycznym. Metoda oparta na populacji wyprowadzonej w ten
sposéb i dedykowana dla genomu Arabidopsis zostata nazwana SHOREmap
(Schneeberger i inni, 2009). Strategia SHOREmap po raz pierwszy zostata uzyta do
identyfikacji mutacji w genie AT4G35090, powodujacej opdzniony wzrost roslin i zmiang
koloru ich lisci. Badacze zidentyfikowali zmutowany gen uzywajac puli DNA
pochodzacego z 500 osobnikow o fenotypie mutanta z pokolenia F, wyprowadzonego z
krzyzowki pomigdzy mutantem z ttem genetycznym ekotypu Columbia (Col-0) i odlegtym
genetycznie ekotypem Landsberg erecta (Ler) (Schneeberger i inni, 2009).

Druga grupa metod identyfikacji zmutowanego genu przez sekwencjonowanie
obejmuje procedury, w ktérych wyselekcjonowany mutant jest poddawany krzyzowce
z forma rodzicielska czyli odmiang wykorzystywang W procesie mutagenezy. Przyktadem
moze by¢ strategia MutMap, ktéra zostala z powodzeniem zastosowana w przypadku
mutantéw ryzu charakteryzujacych si¢ zwigkszong tolerancjg na zasolenie, a w pracy
zidentyfikowano mutacj¢ w genie OSRR22 (Takagi i inni, 2015). Innym przyktadem
zastosowania podejscia MutMap jest izolacja genu yldfl (yellow leaf and dwarf), w ktorym
mutacja powodowata kartowato$¢ rosliny 1 przedwczesne starzenie si¢ liSci u ryzu (Deng

I inni, 2017). Strategia MutMap byta wykorzystywana réwniez u innych gatunkow np.
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Sorghum bicolor prowadzac do izolacji genu bloomless40 (bm40) zaangazowanego
w gromadzeniu wosku epikutykularnego (Jiao i inni, 2017).

Trzecia grupa omawianych strategii nie opiera si¢ na mapowaniu genetycznym,
ktorego podstawg jest proces rekombinacji i nie wymaga konstruowania fizycznej mapy.
Szczegolnie ciekawg jest nowo opracowana metoda MutChromSeq, ktéra wykorzystuje
sortowanie chromosomow do zmniejszenia ztozonosci genomu (Sanchez-Martin i inni,
2016). Procedura wymaga, aby =znane bylo przypisanie poszukiwanego genu do
chromosomu, jednak nie ma potrzeby prowadzenia doktadnego mapowania (Steuernagel i
inni, 2017). Materiat do sortowania chromosomow uzyskuje si¢ z korzeni roslin pokolenia
M3 analizowanego mutanta oraz ro$lin formy wyjsciowej o fenotypie dzikim.
Wyznakowane sondami DNA chromosomy sg sortowanie przy uzyciu cytometrii
przeptywowej, Uzyskane preparaty sa poddawane sekwencjonowaniu, a otrzymane odczyty
sekwencji porownuje si¢ pomiedzy osobnikiem wyjSciowym oraz mutantem, co pozwala
na identyfikacje genu kandydata. ldentyfikacja mutacji lezacych u podstaw zmienionego
fenotypu u jeczmienia i pszenicy jest szczeg6lnie trudna z powodu ich duzego i ztozonego
genomu. Skuteczno$¢ metody MutChromSeq zaprezentowano na przyktadzie izolacji gnu
Eceriferum-q u jeczmienia oraz Pm2 u pszenicy (Sanchez-Martin i inni, 2016). Gen
Eceriferum-q jest zaangazowanego w akumulacj¢ wosku na zewnetrznych powierzchniach
rosliny jeczmienia, z kolei Pm2 warunkuje odporno$¢ na maczniaka. Oprocz zmniejszenia
ztozonosci probki DNA, ktora ma by¢ sekwencjonowana, wazng zaleta metody
MutChromSeq jest uproszczenie analizy poprzez uniknigcie gendw zlokalizowanych na
homeologicznych chromosomach w przypadku poliploidalnych gatunkow, jak pszenica,
oraz paralgow i pseudogenow obecnych na innych chromosomach w przypadku
wszystkich gatunkow. Ponadto, metoda nie wymaga dysponowania referencyjng
sekwencja genomu.

Woprowadzenie metod opartych na sekwencjonowaniu catego genomu badz jego
czesci, istotnie redukuje trudnoSci zwigzane z czasochlonnym wyprowadzaniem
I genotypowaniem duzych populacji mapujacych. Czynnikiem limitujacym szersze uzycie
metod mapowania poprzez sekwencjonowanie pozostaja duze koszty, jednakze staty
rozw6j technologii NGS powoduje, ze w przyszioSci stang si¢ one podstawowym
narzgdziem do badan funkcji genéw, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku cech

waznych agronomicznie u gatunkéw o duzych genomach.
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3. Material i metody

3.1. Material

Materiat badawczy w pracy stanowit bezwlosnikowy mutant root hairless 1 (rhl1.b,
gdzie cyfra 1 oznacza locus, a litera b allel), wyprowadzony z odmiany ‘Karat’ (Ryc. 3.1).
Mutant zostal uzyskany we wczesniejszych badaniach w Katedrze Genetyki Uniwersytetu
Slaskiego poprzez chemiczng mutageneze, z wykorzystaniem podwojnego traktowania
ziarniakow mutagenem MNU (N-metylo-N-nitrozomocznik), w dwoch identycznych
dawkach 0,7 mM MNU przez 3 godziny z 6 godzinnym czasem kietkowania miedzy
aplikowaniem dawek mutagenu. Fenotyp mutanta rhll.b zostal opisany jako catkowicie
bezwtosnikowy, ryzoderma muatnta wykazuje niezréznicowany wzor, gdyz jej komorki sg
jednorodne, tzn. nie mozna wyrdzni¢ trichoblastow i atrichoblastow (Marzec i inni, 2013;
Chmielewska i inni, 2014). Bezwlosnikowy fenotyp mutanta rhll.b uwarunkowany jest
przez pojedynczym recesywny gen (Szarejko i inni, 2005). Odmiana wyjsciowa ‘Karat’
jest europejska odmiang jeczmienia i wykazuje prawidlowo wyksztatcone wlosniki.

Dodatkowo, materiatem badawczym byt takze bezwlosnikowy, spontaniczny
mutant bald root barley (brb) pochodzacy z odmiany ‘Pallas’ (Gahoonia i inni 2001).
Weczeséniejsze badania ujawnity, ze wzor ryzodermy u mutanta rhll.b jest identyczny jak
u mutanta brb (Marzec i inni, 2013). Wykorzystano réwniez mutanta rhll.c (linii
siostrzanej mutanta rhll.b). Ponadto, test komplementacji oparty o analiz¢ pokolenia
F1 oraz okoto 200 roslin F, z krzyzowki obu mutantow wykazat, ze geny rhll oraz brb sg
alleliczne (Chmielewska i inni, 2014). Prowadzone w Katedrze badania wykazaty takze, ze
gen rhll zlokalizowany jest w krotkim ramieniu chromosomu 7H (Janiak i Szarejko,
2007). Material do szczegotowego mapowania genu rhll stanowita populacja mapujaca
liczaca 4952 osobnikoéw pokolenia Fa, wyprowadzona z krzyzowania jeczmienia odmiany
‘Morex’ oraz mutanta rhll.b. Pétnocno-amerykanska odmiana ‘Morex’, wykrzystana jako
forma rodzicielska tej krzyzoéwki, jest odmiang browarng, charakteryzuje si¢ 6-rzgdowym
ktosem, dlugim zdzbtem oraz duzym rozkrzewieniem. Odmiana ‘Morex’ jest powszechnie
stosowana jako forma rodzicielska do tworzenia populacji mapujacych jgczmienia.
Ponadto, genomowe biblioteki BAC skonstruowane dla odmiany ‘Morex’ zostaly
wykorzystane podczas badan nad sekwencjonowaniem genomu jgczmienia, w ten sposob
genom tej odmiany, zdeponowany w bazie Ensembl Plants (pierwsza wersja genomu: nr
akcesyjny: 082214v1 oraz druga wersja: Hv_IBSC_PGSB_v2) stanowi referencyjne zrodto

dla szerokiego zakresu badan genetycznych.
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Rycina 3.1. Strefa wloénikowa odmiany ‘Karat’ (A, B, C) i mutanta rhll (D, E, F). Zdj¢cia
wykonane za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego (B, C, E, F) oraz mikroskopu
swietlnego (A, D). (B, C, E, F, Chmielewska i inni, 2014; zmodyfikowano).

3.2. Warunki wzrostu i fenotypowanie

W celu przeprowadzenia fenotypowania populacji mapujacej ziarniaki pokolenia
F, rhll.b x ‘Morex’ oraz form rodzicielskich byly poddawane sterylizacji przez 15 min.
w plastikowych strzykawkach wypetnionych 1% roztworem podchlorynu sodu. Nastepnie
materiat ptukano trzy razy sterylng woda przez okoto 5 min. Ziarniaki przenoszono na
sterylne szalki Petriego o $rednicy 10 cm wypelnione podlozem agarowym, ktdre zostato
przygotowane poprzez wylanie 30 ml jatlowego 1% roztworu agaru bakteriologicznego
(EMAPOL). Na pojedynczg szalke wysiewano 5 ziarniakow, poprzez wbicie ich w
podtoze czeScig nie zwierajacg zarodka. Szalki uszczelniano parafilmem, owijano
aluminiowg folig aby zapobiec dostepowi Swiatla, ukladano pod katem okoto 45° 1
umieszczano w temperaturze 4°C, na okres 24 godzin celem synchronizacji czasu
kietkowania. Nastepnie, szalki umieszczano w pokoju hodowlanym w temperaturze 18°C,
na 98 h. Po tym okresie przeprowadzano analiz¢ fenotypu strefy wlosnikowej
skietkowanych ziarniakow. Fenotypy zostaty sklasyfikowane w dwie kategorie: catkowicie
bezwtosnikowy oraz z normalnymi wlos$nikami (typu dzikiego)
1 klasom tym przypisano litery ,,a” badz ,,c”, odpowiednio. Dodatkowo, kazdej z siewek
nadano numer, identyfikujacy osobnika F, w populacji mapujacej. Nastgpnie, skietkowane
ziarniaki przenoszono do doniczek z ziemig wymieszang z wermikulitem i umieszczano
w pokoju hodowlanym o fotoperiodzie 16/8 h, w temperaturze 18/18°C (dzien/noc), przy
natezeniu $wiatla 180 uEm'ZS'l. Po osiagnigciu stadium trzeciego liscia pobierano materiat
do izolacji DNA, a ro$liny umieszczano na czas okoto 14 dni w pokoju hodowlanym

0 warunkach 4°C, celem pobudzenia rozkrzewienia. Po tym czasie rosliny F, o fenotypie
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mutanta przenoszono do szklarni i prowadzono w fotoperiodzie 16/8 h, w temperaturze
20/17°C (dzief/noc) i przy natezeniu $wiatta 420 pEm™s™ do osiagniecia dojrzatosci (Ryc.
3.2).

Rycina 3.2. Rosliny z populacji mapujacej krzyzowki rhllb x ‘Morex” w warunkach
szklarniowych.

W celu izolacji RNA z korzeni mutantow rhll.b i brb oraz z ich odpowiednich
odmian wyjSciowych: ‘Karat’ i ‘Pallas’ przeprowadzano procedur¢ sterylizacji ziarniakow
w taki sam sposob jak opisano powyzej. Nastepnie ziarniaki przenoszono na zatyczke
z waty, ktora zostata wczesniej namoczona W sterylnej wodzie i umieszczona w gornej
czesci sterylnej szklanej probowki (Ryc. 3.3). Ziarniaki uktadano zarodkiem skierowanym
w dot, w liczbie dwa ziarna na probowke. Dwie szklane proboéwki uszczelniono razem
parafilmem, aby utworzy¢ zamkniety pojemnik do wzrostu aeroponicznego. Dolng czgsé¢
rur szczelnie zakrywano folig aluminiowa, aby chroni¢ ja przed dostepem $wiatla. Szklane
probowki umieszczano w pokoju hodowlanym o fotoperiodzie 16/8 h, przy natgzeniu

%51 | temperaturze 18/18°C (dzief/noc) na 6 dni. Po tym okresie

Swiatta 180 pEm
pobierano materiat do izolacji RNA z trzech réznych stref korzeni: (1) strefy
wierzchotkowej, (2) strefy elongacyjnej ze strefs réznicowania razem i (3) strefy

wlosnikowej.
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Rycina 3.3. Przygotowanie systemu areopnicznego. (A) Sterylizacja ziarniakow w plastikowych
strzykawkach wypetnionych 1% roztworem podchlorynu sodu. (B) Ziarniaki osadzone na zatyczce
z waty w szklanych rurkach.

3.3. Analiza rozszczepien fenotypowych w pokoleniu F;

Przeprowadzano statystyczng analiz¢ rozktadu fenotypu strefy wlosnikowej za
pomoca testu y’s1, celem weryfikacji prawidlowosci segregacji fenotypu. Warto$é testu

obliczano zgodnie ze wzorem:

7=, etk

gdzie, n - liczba klas fenotypowych, f, - liczba osobnikéw obserwowanych w danej

klasie, fe - oczekiwana liczba osobnikow w danej klasie.

Hipoteza mowigca o prawidtowym rozszczepieniu cechy (3:1) byta przyjmowana, gdy
warto$¢ testu byta nizsza niz warto$¢ krytyczna x20,05 wynoszaca 3,841 dla

df=11a=0,05.
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3.4. Strategia poszukiwania nowych markeréow do mapowania

Punktem wyjscia do szczegblowego mapowania locus rhll bylo jego znane
potozenie w krotkim ramieniu chromosomu 7H, mi¢dzy dwoma markerami SSR, ktore
flankowaly gen w odleglosci 1,7 ¢cM 1 4,6 cM (Janiak i Szarejko, 2007; Chmielewska
i inni, 2014). Polozenie to ustalono w oparciu o mape skonstruowang na podstawie analizy
200 osobnikoéw populacji mapujacej Fo rhll.b x ‘Morex’.

Celem prowadzonych badan byto skonstruowanie nowej, zageszczonej mapy
sprzgzen, ktéra pozwolitaby na typowanie gendéw kandydackich dla identyfikacji genu
odpowiedzialnego za bezwlosnikowy fenotyp mutanta. Cate postepowanie obejmowato
szereg etapOw przedstawionych na Ryc. 3.4. W pierwszym kroku, na podstawie wczesniej
opracowanej mapy (Chmielewska i inni, 2014) wybrano trzy loci SSR: scssr07970
I EBmatc0016, flankujace badany gen oraz GBM1464, potozony w bliskiej odlegtosci od
markera scssr07970, wynoszacej zaledwie 0,03 ¢cM. Markeréw tych uzyto je jako punktow
wyjsciowych do analizy sprzezen w rozszerzonej populacji mapujacej, obejmujacej 4952
osobnikow F,. Na podstawie analizy segregacji wybranych markerow SSR, wytypowano
rekombinanty pomiedzy nimi a badanym genem. Rekombinanty te stanowity materiat
w kolejnym etapie analiz tzn. w pilotazowym eksperymencie wstepnego badania
segregacji nowych markeréw. Poniewaz markery SSR zostaly zmapowane wytacznie na
mapach genetycznych, a ich fizyczne umiejscowienie w chromosomie byto nieznane,
konieczne bylo znalezienie nowych markerow, ktore pozwolityby zakotwiczy¢ genetyczng
mape regionu obejmujacego gen rhll na mapie fizycznej chromosomu 7HS. W tym celu
wykorzystano informacje o lokalizacji markerow SNP na opublikowanych mapach
sprzezen dla chromosomu 7HS jeczmienia (Rostoks i inni, 2005; Stein i inni, 2007; Close
i inni, 2009; Mufoz-Amatriain i inni, 2011). W poszukiwaniu markerow SNP z regionu
genu rhll wykorzystano takze mape Hordeum-PilotOPA1l-7H dostgpna w bazie
GrainGenes oraz wirtualnie uporzadkowang mape genetyczna jeczmienia (Genome Zipper,
Mayer i inni, 2012). Wspdlne markery z wszystkich tych map zostaly poréwnane
z zasobem Genome Zipper, a nast¢pnie ten ostatni zasdb zostat uzyty do wybrania
sekwencji, dla ktorych przeprowadzono analiz¢ polimorfizméw SNP pomigdzy formami
rodzicielskimi populacji mapujacej, tj. migdzy mutantem rhll i odming ‘Morex’. Tak
wytypowne polimorficzne sekwencje wykorzystano jako nowe markery SNP do
przeprowadzenia analizy ich segregacji wsérod wczesniej wyselekcjonowanych

rekombinantow o fenotypie mutanta. Analiza ta pozwolita na oSzacowanie mozliwego
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sprzezenia nowych markerow SNP z genem rhl1.W celu znalezienia markera flanujacego
locus rhl w blizszej lokalizacji w poréwnaniu do wczesniej zmapowanego markera SSR
(EBmac0016) od strony proksymalnej chrmosomu prowadzono analiz¢ segregacji howo
wytypowanych markerow SNP w mikro-populacji obejmujacej 169 osobnikow
F, krzyzowki rhll.b x ‘Morex”. Osobniki te wybano losowo z dwodch klas fenotypowych
catej populacji mapujacej (liczacej 4952 osonnikow) tak, aby stosunek roslin o fenotypie
odmiany ‘Morex’ do osobnikow wykazujacych recesywny fenotyp wynosit 3:1. Nowo
zmapowane markery SNP, o znanej fizycznej lokalizacji, postuzyty jako zakotwiczenie
genetycznej mapy regionu genu rhl1 na mapie fizycznej genomu jeczmienia.

Kolejnym ectapem bylo zagegszczenia mapy regionu genu rhll przy pomocy
dodatkowych markerow SNP, opracowanych przy uzyciu informacji pochodzacych z bazy
Ensembl Plants, ktora zawiera informacj¢ o zlozonej sekwencji genomu j¢czmienia
odmiany ‘Morex’, w wersji 082214v1 (http://plants.ensembl.org). Sukcesywnie wybierano
sekwencje z bazy Ensembl Plants i sprawdzano, czy sa polimorficzne dla osobnikow
rodzicielskich populacji mapujacej. Analizy segregacji dla wybranych polimorficznych
markeréw prowadzono w subpopulacji 1472 osobnikow F,, ktora sktadata si¢ 1079 roslin
o fenotypie dziki oraz 393 roslin bezwtosnikowych. Subpopulacja ta zostata wytonina
losowo z pierwotnej populacji mapujacej 4952 osobnikéw F, z zachowaniem stosunku
rozszczepiene 3:1 cechy fenotypowej (wtosniki do braku wtosnikow). Za kazdym razem,
po wiaczeniu do mapy nowego markera SNP, definiowano kierunek poszukiwania

kolejnych polimorficznych loci wzdhuz fizycznej mapy chromosomu 7HS jeczmienia.
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Analizy segregacji dla polimorficznych
markerdw SSR wsrod 4952 osobnikow
populacji F; krzyzowkirhl1.b x ‘Morex'.

Analiza opublikowanych map sprzezen
dla chromosomu 7HS jeczmienia oraz
przeglad internetowych baz danych.

Pilotazowy eksperyment analizy
segregacji nowych markeréow SNP wsrod
wyselekcjonowanych 228
rekombinantéw pomiedzy genem rhl1, a
markerami SSR.

Analiza segregacji nowo wytypowanych
markerow SNP na podstawie
mikropopulacji obejmujacej 169

osobnikow F, krzyzowki rhi1.b x ‘Morex”.

Konstrukcja mapy genetyczne;j.

Selekcja nowych markerow w oparciu o
mape fizyczng genomu jeczmienia.
Kanstukcja zageszczonej mapy odcinka
chromosomu 7HS na podstawie 1472

Konstrukacja szkieletowej mapy
genetycznej obejmujacej markery SSR.
Wybdr rekombinantéw pomiedzy genem
rhl1, a markeramiSSR.

Identyfikacja punktow wspdlnych
pomiedzy opracowang mapa szkieletowa
i wybranymi mapami sprzezen
jeczmienia.

Oszacowanie mozliwego sprzezenia
nowych markeréw SNP z genem rhl1.

Znalezienie markerdw SNP flankujgcych
locus rhl1.

Wytypowanie interwatu na fizycznej
mapie genomu jeczmienie do
poszukiwania genéw kandydackich.

osobnikow F, krzyzowki rhl1.b x ‘Morex”.

Rycina 3.4. Schemat postepowania w celu wytypwania gendéw kandydackich w procedurze
mapowania pozycyjnego genu rhil.

3.5. Izolacja genomowego DNA

DNA izolowano z lisci 5-tygodniowych roslin, stosujac metod¢ micro C-TAB
(hexadecylTrimethylAmmonium Bromide; Doyle i Doyle, 1987), zmodyfikowana
w Katedrze Genetyki, US. Zebrana tkanke tzn. 0.2 g $wiezych lisci umieszczono
w woreczkach strunowych wypetionych Zzelem krzemionkowym (Sigma-Aldrich)
I poddawano suszeniu. W celu utarcia tkanki przygotowywano probowki eppendorf
0 pojemnosci 2,2 ml, umieszczano w nich 5 szklanych kulek oraz wysuszong tkanke
a probowki umieszczano w miynie elektrycznym (MP BIOMEDICALS). Mielenie
przeprowadzano w urzadzeniu FastPrep®-24 przy szybkosci 4,0-6,5 m/s przez 2 min., aby
otrzyma¢ homogenny proszek. Nastepnie, w tazni wodnej podgrzewano do temperatury
60°C bufor ekstrakcyjny C-TAB (Aneks, Tab. 10.1), ktory wykorzystywano w procedurze
izolacji DNA wedlug protokotu Doyle i Doyle (1987). DNA rozpuszczano w 100 ml
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buforu TE (Aneks, Tab. 10.2), w temperaturze 4°C przez noc. Po tym czasie dodawano
1 ul RNAzy (10 mg/ml; Aneks, Tab. 10.3) i inkubowano w temperaturze 37°C przez
35 min. Otrzymane roztwory DNA przechowywano w temperaturze -20°C. Ste¢zenie
i czystos$¢ uzyskanego DNA okre$lono za pomocg spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop).
Absorbancje mierzono przy dlugosci fali 260 nm. Na podstawie uzyskanego wyniku
oznaczano st¢zenie kwasoéw nukleinowych w probach, wyrazone w ng/ul. W oparciu
0 stosunek absorbancji fal o dlugosciach 260/280 nm okreslano czysto$¢ wyizolowanych
kwasow nukleinowych. Aby uznaé¢ preparat DNA badZz RNA jako probe odpowiedniej
jako$ci warto$¢ tego wspotczynnika musi miesci¢ si¢ w granicy 1,8-2,0. Kwasy

nukleinowe rozcienczono w ddH-0.

3.6. Amplifikacja loci SSR i wizualizacja produktéw amplifikacji

Rekcje amplifikacji poszczegodlnych loci SSR prowadzono uzywajac odpowiednich
par starterow (Aneks, Tab. 10.9), przy czym jeden starter z pary zostal wyznakowany
fluorescencyjnie znacznikiem IRD800, co umozliwito wizualizacje produktow reakcji
podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Mieszaning reakcyjna do amplifikacji

loci SSR przygotowano w nastepujacy sposob:

10 x PCR bufor 1,0 ul
dNTPs (50 ng/pl, Sigma-Aldrich) 0,4 ul
start(?r forward (50 ng/ul, Sigma- .
Aldrich)

starter reverse (50 ng/ul, Sigma-

Aldrich) znakowany IRD800 0.3 ul
DyNAzyme Il DNA Polimeraza (2 0.1l
U/ul, Finnzymes) ’

calkowita objgtos¢ 8,75 ul

Przygotowang mieszaning wprowadzano do probowek PCR, a nastepnie do kazdej
dodawano 1,25 pl badanego DNA o0 koncentracji 50 ng/ul. Reakcje amplifikacji
przeprowadzono w termocyklerze firmy Biometra. Programy do amplifikacji dla
poszczegolnych loci zamieszczono W aneksie (Tab. 10.9).

Wizualizacje produktow reakcji amplifikacji prowadzono w 6% denaturujacych
zelach poliakrylamidowych o grubosci 0,2 mm z uzyciem systemu do analizy kwasow

nukleinowych Li-COR 4300. W tym celu pierwszym etapem byto przygotowanie 20 ml
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6% zelu poliakrylamidowego (Aneks, Tab. 10.9). Polimeryzacje zelu prowadzono
z wykorzystaniem odczynnika TEMED, jako Kkatalizatora polimeryzacji oraz 10%
roztworu APS jako zrodia wolnych rodnikow. Roztwor zelu poliakrylamidowego
wylewano cigglym strumieniem pomiedzy wczeéniej przygotowane i skrecone szyby,
nastepnie wyznaczano czolo zelu. Zel pozostawiano w pozycji horyzontalnej na 50 min. na
czas polimeryzacji. Nstepnie szyby instalowano w aparacie Li-COR migdzy zbiornikami
gornym i dolnym, do ktérych wprowadzano bufor elektrodowy (0,5x TBE) (Aneks, Tab.
10.5). Przeprowadzano 15-minutowg wstepng elektroforeze, przy nastepujacych
parametrach: 1200 V, 30 mA oraz 30 W, celem wyréwnania warunkow na catlej
powierzchni zelu oraz aby zogniskowac ostro$¢ lasera, co jest niezbedne do okreslenia
plaszczyzny, na ktorej sg odczytywane sygnaly fluorescencji. W celu przygotowania
probek do elektroforezy, do kazdej z prob po amplifikacji dodawano po 4 pl buforu do
tadowania z formamidem (Aneks, Tab. 10.6), proby poddawano denaturacji przez 3 min.
w temperaturze 95°C, uzywajac termocyklera TGradient (Biometra). Przygotowane w ten
sposob probki oraz marker 350 pz (Li-COR), ktory stuzyt jako standard wielkosci dla
produktéw, naktadano do zelu w objetosci 0,8 pl. Przeprowadzano elektroforeze trwajaca
2-3 h, zaleznie od badanego locus i stosowano identyczne warunki, jak podczas wstepnej
elektroforezy przy sredniej predkosci skanowania lasera. Obrazy zeli w formacie pliku
TIFF (Tagged Image File Format), generowano za pomocg aplikacji e-Seq i poddawano
analizie w programie Adobe Photoshop® CS4. W przypadku locus EBmac0016, na jeden
zel naktadano dwukrotnie proby pochodzace z amplifikacji DNA roznych osobnikow,
z zachowaniem odpowiedniego czasowego odstepu. W tym celu zatrzymywano
elektroforeze 1 ptukano kieszonki Zelu buforem elektrodowym 0,5x TBE przed nalozeniem
probek (Aneks, Tab. 10.5). Takie postgpowanie pozwalalo na obnizenie kosztow

i przyspieszenie procedury genotypowania.

3.7. Projektowanie starterow dla nowych marker6w molekularnych i genow
kandydackich

Startery do amplifikacji PCR wszystkich markeréw 1 sekwencji genow
kandydujacych  zaprojektowano przy uzyciu oprogramowania online Primer3
(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Untergasser i inni, 2007), (Aneks, Tab. 10.10; Tab.
10.18). Parametry projektowania starterow ustalono tak, aby dtugos¢ amplifikowanych
fragmentow nie przekraczala 1200 pz, przy czym preferowane byty dluzsze sekwencje ok.

500-900 pz, co pozwalato zachowaé¢ wysoka wydajnosci detekcji polimorfizmow.
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Zawarto§¢ par GC w starterach stanowita ok. 50-60%, a ich dlugos¢ wynosila
od 18 do 24 nukleotydow. Temperatura topnienia (Tm) projektowanych starterow
wynosita od 52 do 64°C, przy czym dopuszczano réznice maksymalnie 1°C pomiedzy
starterem ,,forward” i ,,reverse”. W przypadku genow kandydackich startery projektowano
w taki sposob, aby fragmenty uzyskane po amplifikacji obejmowaty pelng dlugos¢ genow,
zarowno ekson jak i introny, oraz fragmenty sekwencji upstream i downstream, ponadto
startery lokalizowano tak, aby konce uzyskanych amplikonéw zachodzity na siebie.
Sekwencje nukleotydowe starterow poréwnywano do sekwencji genomu jeczmienia za

pomocyg algorytmu BLAST w celu sprawdzenia ich specyficznosci.

3.8. Optymalizacja warunkéw reakcji PCR i wizualizacja produktow reakcji

Dla kazdej pary starterow przeprowadzano reakcje amplifikacji w gradiencie
temperatury, celem doboru jej wartosci pozwalajacej na uzyskanie specyficznego
produktu. Reakcj¢ optymalizacji wykonywano w termocyklerze T-Gradient firmy
Biometra, stosujgc zakres temperatur od 52 do 64°C. Optymalizacja reakcji PCR
obejmowata réwniez zmiany koncentracji starteréw, matrycy DNA, odczynnika BSA
(Bovine Serum Albumin) i liczby cykli. Skutecznosc¢ i specyficznos¢ reakcji weryfikowano
prowadzac elektroforeze w 1% zelu agarozowym, przez 40 min., przy statym napieciu 120
V, stosujac odpowiedni dla dtugosci danego produktu marker wielkosci (100 pz lub 1 kb;
Fermentas Waltham, USA) oraz barwnik pozwalajagcy wyznakowa¢ DNA w zelu pod
$wiattem UV (bromek etydyny; 10 mg/ml, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA lub
Simply Safe, EURX, Gdansk, Polska). Ostateczny sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil
temperaturowy reakcji PCR wytypowano tak, aby uzyskac specyficzny produkt, w ilosci

umozliwiajacej sekwencjonowanie (Aneks, Tab. 10.10 — Tab. 10.15; Tab. 10.19).

3.9. Analiza wynikow sekwencjonowania

Sekwencjonowanie przeprowadzano dla dwoch kategorii fragmentow: dla
sekwencji nowych markerow molekularnych, stuzacych do szczegoétowego mapowania
genu rhll oraz dla genéw kandydackich, wytypowanych z odpowiedniego interwalu na
mapie fizycznej jeczmienia. W pierwszym przypadku, za pomoca sekwencjonowania
poszukiwano zmian pojedynczych nukleotydow (SNP) oraz krotkich insercji/delecji
(In/Del) miedzy osobnikami rodzicielskimi populacji mapujacej, rhll.b x ‘Morex’.

W drugim przypadku, poszukiwano réznic w pelnych sekwencjach gendéw migdzy
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mutantami bezwlo$nikowymi a ich odmianami wyjsciowymi, odpowiednio mutantem
rhil.b i odmiang ‘Karat’ oraz mutantem brb i odmiang ‘Pallas’. Dodatkowo, wybrane
fragmenty gendéw kandydackich sekwencjonowano takze dla odmiany ‘Morex’, w celu
identyfikacji polimorfizmow, przydatnych do pdzniejszego genotypowania wybranych
rekombinantow.  Sekwencjonowanie  produktow  reakcji  PCR  wykonywano
w komercyjnym laboratorium (Genomed, Warszawa). Uzyskane sekwencje fragmentow
DNA (w postaci plikow tekstowych i chromatogramoéw) poréwnano uzywajac programu
CodonCode Aligner 3.7.1 (CodonCode Corporation, Centerville, USA). Aplikacja
umozliwila poréwnanie wyselekcjonowanych sekwencji, wskazanie r6zni¢ pomiedzy nimi,
oraz oznaczenie ich lokalizacji i typu zmiany. Otrzymane sekwencje poréwnano
z sekwencjami pobranymi z odpowiednich baz danych, uzywajac aplikacji ClustalW
(https://wwwe.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, Cambridge, UK), celem  weryfikacji
uzyskanych sekwencji. Aplikacja Clustal W pozwolita na szybkie wielokrotne dopasowanie

sekwencji nukleotydowych oraz zapisanie uzyskanych wynikéw w formacie FASTA.

3.10. Zastosowane metody genotypowania

Do opracowania nowych markeréw wykonano analiz¢ polimorfizméw SNP oraz
InDel dla wybranych sekwencji DNA pomigdzy mutantem rhll.b i odmiang ‘Morex’, tj.
formami rodzicielskimi populacji mapujacej. W tym celu, na podstawie informacji
o sekwencjach dla potencjalnych markerow projektowano startery do amplifikacji PCR.
Dla kazdej pary starterow przeprowadzano optymalizacje celem uzyskania specyficznego
produktu w ilosci pozwalajacej na sekwencjonowanie. Uzyskane sekwencje fragmentow
DNA osobnikow rodzicielskich populacji mapujacej (w postaci plikow tekstowych
i chromatograméw) poddawano analizie bioinformatycznej celem weryfikacji
specyficznosci produktu oraz identyfikacji polimorfizmow. Zastosowano roézne procedury
genotypowania w zalezno$ci od rodzaju wykrytego polimorfizmu tzn: bezposrednig
elektroforez¢ w zelu agarozowym, metode CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence), HRM (High Resolution Melting) oraz ECOTILLING (Aneks, Tab. 10.10).

3.10.1. InDel

W przypadku markeréw InDel, 5 pl produktu PCR analizowano przez elektroforeze
w 2-3% zelu agarozowym w buforze 0,5 TBE (Aneks, Tab. 10.5). Produkty reakcji PCR,
ktore zostaty poddane analizie tego typu roznity si¢ dtugoscig w zakresie od 5 pz do 198 pz
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pomiedzy osobnikami rodzicielskimi populacji mapujacej. Jezeli reakcja PCR byla
przeprowadzana przy uzyciu polimerazy Color Taq (EURX, Gdansk, Polska) proby
bezposrednio po reakcji byly poddawane elektroforezie, gdyz mieszanina dostarczana
przez producenta posiada w swoim sktadzie bufor obcigzajacy. W przypadku korzystania
z polimerazy DyNAzyme Il (Finnzymes, Waltham, USA), przed rozdziatem w zelu do
kazdej proby dodawano bufor obcigzajacy z sacharoza (2 ul/10 ul probki; Aneks, Tab.
10.7). Czas elektroforezy oraz stosowane napigcie skorygowano pod wzgledem diugosci

kazdego produktu, tak aby wyraznie rozrézni¢ allele rodzicielskie.

3.10.2. CAPS

Po zidentyfikowaniu polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) pomigdzy
rodzicielskimi genotypami populacji mapujacej, uzyskane sekwencje analizowano za
pomocg programu NEBcutter V2.0 (Vincze 1 inni 2003; New England Biolabs;
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), aby sprawdzi¢, czy mozliwe jest przeksztalcenie
polimorfizmu w marker CAPS. Analiza, umozliwita wytypowanie odpowiednich enzymow
restrykcyjnych. Do dalszych badan wybierano enzymy, ktore spelnialy nastepujace
zatozenia: dlugos$ci produktow uzyskanych po reakcji cigcia musialy pozwoli¢ na wyraznie
rozrdznienie alleli rodzicielskich; obecno$¢ maksymalnie trzech miejsc cigcia
w analizowanej sekwencji oraz stosunkowo niska cena enzymu. Sklad mieszaniny
restrykcyjnej oraz warunki cigcia byly optymalizowane dla poszczegdlnych enzymow
(Aneks, Tab. 10.10). Sprawdzano proporcje ilosci restryktazy i produktu reakcji PCR oraz
czas traktowania enzymem. Reakcje restrykcji prowadzono w tazni wodnej w temperaturze
optymalnej dla kazdego z uzytych enzymow. Czas inkubacji wynosit 3 lub 16 godzin
w zaleznos$ci od stosowanej restryktazy. Po zakonczonej reakcji, do produktow cigcia
wprowadzano bufor obcigzajacy z sacharoza (2 ul/10 pl probki; Aneks, Tab. 10.7)
1 prowadzono elektroforeze w 2% zelu agarozowym przy stalym napigciu
120 V, dobierajac czas W taki sposob, aby wystarczajaco rozdzieli¢ produkty cigcia

restryktazami.

3.10.3. High Resolution Melting

Jeden marker SNP (3_0752), ktory nie mogt by¢ przeksztatcony w marker CAPS
analizowano za pomocg metody HRM. Amplifikacj¢ wybranej sekwencji za pomocg PCR

w obecnosci fluorescencyjnych barwnikow, tworzenie homo- i heterodupleksow oraz
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monitorowanie zmian fluorescencji przeprowadzano stosujac urzadzenie Light Cycler®
480 Il (Roche Diagnostics, Niemcy). W pierwszym etapie podczas namnazania DNA,
molekuty barwnika LCgreen Plus+, interkaluja pomiedzy pary zasad dsDNA. Po reakcji
PCR nastepuje krotka denaturacja, a nastgpnie szybkie ponowne taczenie amplikonow
w celu generowania duplekséw. W przypadku probek homozygotycznych obecne sa tylko
fragmenty homodupleksowego DNA, podczas gdy dla probek heterozygotycznych lub puli
zawierajacych polimorfizm (w stanie homo- lub heterozygotycznym), tworzone sa cztery
dupleksy DNA - dwa homodupleksy i dwa heterodupleksy. W kolejnym etapie, w wyniku
denaturacji dsDNA nast¢epuje uwalnianie barwnikow, skutkujace zmniejszeniem
fluorescencji, co monitorowane jest za pomoca przyrzadu HRM w czasie rzeczywistym.
W ten sposob caly proces mozna zaobserwowac jako charakterystyczny profil topnienia.
Zmiana w sekwencji DNA, jest wykrywalna z powodu tworzenia heterodupleksu, dla
ktérego obserwuje si¢ zmieniony profil topnienia. Poniewaz heterodupleksy sa mniej
stabilne niz homodupleksy, utrate fluorescencji obserwuje si¢ w nizszych temperaturach
niz w przypadku homoduplekséw. Réznice miedzy homozygotycznymi probkami mozna
zaobserwowac jako przesunigcie temperatury topnienia, podczas gdy zmiany w ksztalcie
krzywych topnienia wykazuja rézne heterozygotyczne probki.

W prezentowanej pracy zastosowano tworzenie puli probek co istotnie ulatwia
wykrywanie polimorfizméw w uktadzie homozygotycznym. Zastosowanie pulowania prob
pozwala wyeliminowa¢ btedy, ktore moglyby by¢ spowodowane niedostateczng czutoscia
sprzetu badz bledna analizg bioinformatyczng. W tym celu dla kazdego osobnika
przygotowano dwa rodzaje probek DNA. Pierwsza probka reprezentowala jedynie
testowany DNA otrzymany z kazdego osobnik populacji F,, ten rodzaj prob pozwolit na
identyfikacj¢ heterozygotycznego osobnika. Druga probka skladata si¢ z mieszaniny
dwoéch  genotypow, tzn. z DNA pochodzacego od testowanego osobnika
F, i referencyjnego DNA pochodzacgo z odmiany ‘Morex’. Ta probka pozwolila na
identyfikacj¢ osobnikow F, z polimorfizmem SNP w stanie homozygotycznym, dzigki
tworzeniu niedopasowania migdzy DNA tego osobnika i DNA odmiany ‘Morex’. Reakcje¢
przygotowywano w objetosci 20 pl za pomocg gotowego zestawu odczynnikow High
Resolution Melting Master Kit wersja 06 (Roche Diagnostics, Niemcy) zgodnie
z protokotem producenta, tzn. mieszajac 0,2 uM kazdego startera, 0,75 mM MgCl, i 20 ng
matrycowego DNA. Reakcj¢ przeprowadzono przy uzyciu przyrzadu LightCycler® 480
(Roche Diagnostics, Niemcy) stosujac nastgpujace warunki: etap wstepnej denaturacji

w 95°C przez 10 minut, 42 cykli etapu amplifikacji (denaturacja w 95°C przez 10 sek.,
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przytaczanie starterow w 56°C przez 15 sek. i elongacja w 72°C przez 20 sek.
z pojedynczym pomiarem fluorescencji). Nastepnie denaturacja dsDNA w 95°C przez
1 min. i tworzenie duplekséw przez ochtadzanie do 40°C przez 1 min. Interwal topnienia,
W ktorym nastepuje Wzrost temperatury i uwalnianie barwnika obejmowal przedziat
temperaturowy 65°C - 95°C, z cigglym gromadzeniem fluorescencji.

Analiz¢ danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania LightCycler® 480

Gene Scanning Software w wersji 1.5.0 SP4 (Roche Diagnostics, Niemcy).

3.10.4. EcCoTILLING

Metoda EcOTILLING (Comai i inni, 2004) zostala wykorzystana do analizy
segregacji mutacji zidentyfikowanej w kandydackim genie HORVU7Hr1G030250
(MLOC _38567). Przed reakcja PCR przygotowano dwie probki DNA dla kazdego
osobnika F,, w taki sam sposob, jak w przypadku procedury HRM opisanej powyzej.
Badanie EcoTILLING obu probek pozwolito ustali¢, czy konkretna roslina F, jest homo-
lub heterozygotyczna pod wzglgdem analizowanego SNP, na podstawie analizy produktow
amplifikacji badanego fragmentu poddanego cig¢ciu endonukleazag CEL 1. Endonuleaza ta
rozpoznaje miejsce niedopasowania w DNA, tnac obie nici po stronie 3’ od niego. Obie
proby DNA wspolnie procesowano poprzez przeprowadzenie reakcji PCR z uzyciem
specyficznych starteréw znakowanych i nieznakowanych, tworzenie heterodupleksow,
cigcie enzymem, oczyszczanie produktu oraz elektroforeze 1 wizualizacje produktow
w zelu poliakrylamidowym. Mieszanina reakcyjna PCR w obje¢tosci 20 ul zawierata 100 ng
matrycowego DNA, 1 x bufor PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,0 w 22°C, 1,5 mM MgCl,,
100 mM KCI i 50% glicerol), 250 mM kazdego z NTP i 1U polimerazy TagDNA (Color
Taq DNA Polymerase, EURX, Polska) i 10 pmol mieszaniny starterow. Mieszanina ta
sktadata si¢ ze specyficznych starterow nieznakowanych oraz znakowanych roéznymi
fluoroforami  (forward: IR700 i rewerse: IR800). Stosunek znakowanych do
nieznakowanych starteréw wynosit 3:2 dla starteréw forward i 4:1 dla starteréw reverse.
Profil reakcji PCR sktadat sie z poczatkowej denaturacji przez 5 min. w 94°C, 33 cykli
denaturacji przez 45 sek. w 94°C, hybrydyzacji starterow przez 45 sek. w 58°C,
wydhuzenia przez 1 min. w 72°C, a nastepnie koncowego wydtuzania w 72°C przez 5 min.
Po reakcji PCR produkty poddano formowaniu heteroduplekséw poprzez denaturacje
i ponowng renaturacje nici na skutek podgrzania prob do temperatury 94°C i powolnego

ich ochtadzania przy uzyciu termocyklera. Nastepnie, produkty te przenoszono do nowej
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probowki i cigto przy pomocy enonukleazy CEL I, wykorzystujac w tym celu enzym
obecny w ekstrakcie z selera naciowego (Celery Juice Extract, CJE). Do 10 ul kazdej
proby dodawano po 20 ul roztworu 0,1x CJE (Aneks, Tab. 10.8). Proby inkubowano
w termocyklerze w temperaturze 45°C przez 15 min. Mieszanina homo- i heterodupleksow
tworzy substrat dla enzymu CEL I, ktoéry po rozpoznaniu struktury heterodupleksowej
nacina obie nici po stronie 3' niedopasowania. Nastgpnie prowadzono ocCzyszczanie
produktu, w tym celu do kazdej proby wprowadzano 60 ul 95% alkoholu etylowego
z octanem sodu (1% udziat objetosciowy), co powodowalo wytrgcenie DNA oraz
denaturacje enzyméw, a tym samym zatrzymanie reakcji. Do oczyszczonych probek
dodawano po 4 ul buforu obcigzajacego (Aneks, Tab. 10.6) i poddawano denaturacji przez
3 min. w temperaturze 95°C uzywajac termocyklera TGradient (Biometra). Elektroforeze
I wizualizacje produktow reakcji amplifikacji prowadzono w 6% denaturujacych zelach
poliakrylamidowych i przy uzyciu automatycznego sekwenatora Li-COR. Zel oraz szyby
przygotowano w taki sam sposob jak w przypadku procedury do wizualizacji markerow
SSR. Jako standard wielkosci produktow uzyto mieszaning markerow (IRDye®700 dla
kanatu 700 nm oraz IRDye®800 dla kanatu 800 nm), co umozliwilo okreslenie dtugos$ci
produktow mieszczacych si¢ w zakresie 50-700 pz. Czas elektroforezy wynosit 3,5 h przy
1500 V, 30 mA oraz 30 W. Analizy obrazéw zeli prowadzono w programie Adobe
Photoshop® CS4. Analiza sygnatow w zelach poliakrylamidowych opierata si¢ na
rozpoznawaniu prazkow, ktore reprezentowaty produkty o niepelnej dtugosci, przy czym
suma dtugosci fragmentow w kanale IR700 i IR800 powinna by¢ identyczna jak catkowita
dtugos¢ badanego fragmentu genu. Rosliny posiadajagce polimorfizm w stanie
homozygotycznym tworzyly sygnat jedynie w probach, w ktorych ich DNA taczono
z DNA kontroli, gdyZ w miejscu polimorfizmu sekwencja rosliny F, byla odmienna od
sekwencji kontroli, co jest warunkiem koniecznym do utworzenia heterodupleksu, a tym
samym cigcia przez enzym CEL |. W probach zawierajacych jedynie DNA ro$liny F»
z populacji mapujacej, ktora posiada polimorfizm w stanie homozygotycznym, nie
dochodzi do generowania heterodupleksu, gdyz allele z chromosoméw homologicznych sa
identyczne. Z kolei w przypadku osobnikow F,, ktore posiadajg polimorfizm w stanie
heterozygotycznym, obserwuje si¢ sygnat zarowno w probach powstatych z potgczenia
z DNA kontroli, jak i w probach zawierajacych tylko DNA badanego osobnika, poniewaz
heterodupleksy moga réwniez powstawa¢ migdzy dwoma allelami zlokalizowanymi

w chromosomach homologicznych u heterozygoty.
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3.11. Analiza sprzezen markerow i konstruowanie mapy genetycznej

Analize sprzezen wykonano przy uzyciu programu JoinMap 3.0 (Van Ooijen and
Voorrips, 2001). Genotypy osobnikow F, z populacji mapujacej zakodowano jako
»a~ W przypadku homozygoty niosacej allel SNP mutanta rhll.b, ,b” w przypadku
homozygoty niosgcej allel odmiany ‘Morex’ i ,,h” dla heterozygoty. Fenotyp strefy
wlosnikowej korzeni o0znaczono jako cech¢ dominujacg 1 zakodowano jako
»a”’, w przypadku bezwlo$nikowych osobnikow F», identycznych jak mutant rhll.b oraz
»¢~ W przypadku ro$lin F, z prawidlowo rozwinigtymi wilosnikami. Brak danych
0 genotypie oznaczono jako ,,-”. Przygotowane dane wprowadzono do programu Microsoft
Office Excel, a nastgpnie plik zaimportowano do aplikacji JoinMap 3.0. W celu
sprawdzenia, czy mapowane loci nie wykazuja zaburzen w segregacji przeprowadzono test
zgodnosci 2. Marker, ktory wykazywal odchylenie od spodziewanej segregacji
wykluczano z analizy. Grupowanie markeréw przeprowadzono stosujac warto$¢ graniczng
wspotczynnika LOD réwng 3,0, co oznacza, iz prawdopodobienstwo sprzezenia miedzy
analizowanymi loci jest 1000 razy wicksze niz prawdopodobienstwo braku sprzezenia.

Odlegtosci miedzy markerami obliczono zgodnie z funkcja Kosambi (1944).

3.12. Analiza sekwencji z wytypowanego interwalu

Sekwencje oraz dane o chromosomowej lokalizacji wytypowanego interwatu,
pobrano z zasobow bazy Ensembl Plants (http://www.ensembl.org). Na podstawie
adnotacji z bazy oznaczono sekwencje o strukturze funkcjonalnych genéow. Ponadto,
sekwencje wytypowanego interwatu porownano z zastosowaniem algorytmu BLAST do
wynikéw sekwencjonowania RNA oraz flcDNA (ang. full length cDNA, HC_genes_CDS
oraz LC_genes CDS), zdeponowanych w bazie Genomic Standards Consortium
(http://gensc.org/projects/mips/), co pozwolito wskaza¢ ewentualne sekwencje, ktore
rowniez moglyby posiada¢ strukture funkcjonalnych genow. Sekwencja interwatu
obejmujacego gen rhll zostata ponadto poddana charakterystyce in silico przy uzyciu kilku
narzgdzi do opisu sekwencji. Analize powtdrzen i sekwencji DNA o niskiej ztoZzonoS$ci
przeprowadzono przy uzyciu RepeatMasker Open w wersji 4.0 (Smit;
http://www.repeatmasker.org). Skrypt jezyka PERL RepeatMasker do poprawnego
dziatania wymaga powigzania z nastgpujagcymi narzgdziami: RMBlast w wersji 2.2.8
(http://www.repeatmasker.org/RMBlast.ntml), TRF (Tandem Repeat Finder) w wersji
4.0.9 (http://tandem.bu.edu/trf/trf.html), RepBase w wersji 20170127
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(http://www.girinst.org/repbase/). RMBIlast to specjalna wersja oprogramowania NCBI
blastN, kompatybilna z programem RepeatMasker. Tandem Repeats Finder to program
ktory umozliwia lokalizacje 1 wydrukowanie powtérzen tandemowych w sekwencjach
DNA. RepBase to baza danych powtérzen DNA zapisana w formacie obstugiwanym przez
program RepeatMasker. RepeatMasker skanuje sekwencje DNA w poszukiwaniu
powtdrzen rozproszonych i sekwencji o niskiej ztozono$ci. Poréwnania sekwencji sa
dokonywane przez program RMBlast oraz TRF z wykorzystaniem bazy Repbase.
Wynikiem analizy sg szczegbotowe oznaczenia powtdrzen, ktore sg obecne w sekwencji

wejsciowej (Aneks 2, w pliku Aneks2.docx, Tab. 1).

3.13. Funkcjonalna i strukturalna analiza genow kandydackich

W celu przypisania potencjalnych funkcji do genow kandydackich,
przeprowadzono analiz¢ podobienstwa tych sekwencji do gendow i biatek u innych
gatunkoéw, stosujac algorytm BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Jako
zapytanie (ang. query) do przeszukiwania baz uzyto sekwencji kodujacych (ang. coding
DNA sequence — CDS) genow kandydackich oraz sekwencji biatkowych, ktore zostaty
pobrane z bazy Ensembl Plants (http://www.ensembl.org). Informacje o strukturze gendow

kandydackich rowniez pobrano z bazy Ensembl Plants.

3.14. Strukturalna analiza genu HORVU7Hr1G030250 oraz identyfikacja
konserwatywnych motywow bialkowych

W  wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano gen potencjalnie
odpowiedzialny za tworzenie wzoru epidermy korzeni i inicjacje¢ wlo$nikow, o numerze
akcesyjnym  HORVU7Hr1G030250 (MLOC_38567). Analize jego  struktury
przeprowadzono za pomoca programoéw Genscan (Burge i Karlin, 1997,
http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) oraz programu Fgenesh (Solovyev i inni, 200;
www.softberry.com), wykorzystujac jako organizmy modelowe odpowiednio kukurydze
1 jeczmien. Identyfikacje konserwatywnych motywoéw biatkowych przeprowadzono przy
uzyciu aplikacji InterProScan (Jones i inni, 2014, http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/)
z ustawieniami standardowymi. Strukturalne dopasowanie konserwatywnej sekwencji
biatka zostalo przygotowane za pomocg narzedzia T-cofffe (Tree based Consistency
Objective  Function For AlignmEnt Evaluation, Notredame i inni, 2000;
http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/index.html) wspieranym przez wizualizacj¢ graficzna

w  oprogramowaniu  SeaView w  wersji 40 (Gouy i inni, 2010;
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http://doua.prabi.fr/software/seaview). Identyfikacje motywu promotorowego
L1 przeprowadzono przez wyszukanie fragmentu - "TAAATGT", w sekwencji

kandydackiego genu w regionie 3 kpz powyzej kodonu start.

3.15. Przewidywanie potencjalnych skutkow mutacji w genie HORVU7Hr1G030250

W  celu  przewidywania  mozliwych  skutkow  mutacji w  genie
HORVU7Hr1G030250 (MLOC 38567) uzyto narzedzi NetGen
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) oraz SpliceProt
(http://spliceport.cbcb.umd.edu/). Aplikacje umozliwily przedstawienie w tekstowy sposob
lokalizacji miejsc splicingowych w sekwencji genu (sekwencji donorowej, akceptorowej,
oraz miejsca rozgal¢zienia) dla odmiany wyjSciowej i mutanta. Celem wykrycia
mozliwych otwartych ramek odczytu sekwencji transkryptu dla mutanta rhll.b oraz jego
formy wyjsciowej ‘Karat’ wykorzystano narzedzie do translacji in silico w portalu
ExXPASy (https://web.expasy.org/translate/). Z kolei, w celu poréwnania Ssekwencji
biatkowych homologicznych biatek innych gatunkow do domniemanego biatka
syntetyzowanego u mutanta bezwlo$nikowego oraz odmiany wyjsciowej, uzyto edytora

SeaView (Gouy i inni, 2010).

3.16. lIzolacja RNA

Wszystkie etapy izolacji RNA przeprowadzono w warunkach wolnych od RNaz.
RNA izolowano z 6-dniowych korzeni, oddzielnie z fragmentéw kazdej strefy korzeniowe;j
o dtugosci 1 mm: (1) strefa wierzchotkowa korzenia, (2) strefa elongacji wraz ze strefg
roznicowaniai (3) strefa wiosnikowa (Ryc. 3.5). Postgpowano wedlug nastgpujacego
protokotu:

1. Tkanke wucierano w schtodzonym do temperatury -20°C mozdzierzu
ceramicznym w 1 ml odczynnika TRIzol (Invitrogen GmbH, Niemcy).

2. Proby homogenizowano w Trizolu przez 5 min.

3. Lizat przenoszono do probek typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml, a mozdzierz
przemywano 150 ul buforu lizujgcego, ktory dodawano do z pierwotnego
lizatu.

4. Préby poddawano wirowaniu przez 3 min. w temperaturze 4°C, przy 14 000 g.

5. Uzyskany supernatant przenoszono do nowej probowki.
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Wszystkie nastepne etapy przeprowadzono przy uzyciu zestawu RNAqueous Kit
(AMBION, Thermo Scientific, Waltham, USA) postgpujac zgodnie z instrukcjami
producenta, z drobnymi modyfikacjami. Otrzymane roztwory RNA przechowywano
w temperaturze -20°C. Stezenie i czysto$¢ uzyskanego RNA sprawdzano tak samo jak
w przypadu DNA (Metody, 3.5).

Rycina 3.5. Trzy strefy korzenia, z ktérym pobierano tkanke do izolacji RNA. 1 - strefa
wierzchotkowa korzenia, 2 - strefa elongacji ze strefg rdéznicowania 3 - strefa wtosnikowa (Fot.
Kwasniewski, zmodyfikowano).

3.17. Analizy ekspresji genow

Analzi¢ ekspresji przeprowadzono dla genoéw z tabeli 3.1. List¢ uzytych starterow
zamieszczono w aneksie (Tab. 10.20)

Tabela 3.1. Wybrane geny potencjalnie zaangazowane w inicjacje procesu morfogenezy
wlosnikow u jeczmienia.

MLOC ID? HORVU ID? Prawdopodobny produkt biatkowy
MLOC_ 21703 HORVU7Hr1G081740 endotransglikozylaza ksyloglukanu
MLOC_74876 HORVU4Hr1G062120 RhoGTPase GDP / mozliwy ortolog genu

SCN1(SUPERCENTIPEDE1)
MLOC_4597 HORVU2Hr1G081920 biatko z powtérzeniami diesteroglicerofosforylowymi,
podobne do fosfodiesterazy i zawierajace kotwice
glikozylofosfatydylolinozytolowa / mozliwy ortolog

genu SHAVEN3 (SHV3);
MLOC_60217 HORVU2Hr1G097490 ekspansyna
AGP HORVU7Hr1G046210 arabinogalaktan
MLOC_75055 HORVU7Hr1G119340 ekspansyna

! Identyfikator MLOC - identyfikator genu zgodnie z wersja genomu jeczmienia 082214v1; * - Identyfikator
HORVU - identyfikator genu wedtug wersji genomu jeczmienia Hv_IBSC PGSB_v2
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Analize ekspresji genow przeprowadzono przy uzyciu trzech powtorzen
biologicznych dla kazdego genotypu (rhll.b i brb oraz ich odpowiednich odmian
wyjéciowych ‘Karat’ i ‘Pallas’), przy czym jedno powtorzenie sktadato si¢ z odpowiednich
segmentow korzeni zebranych z pieciu roslin. Dla kazdego biologicznego powtorzenia
reakcji qPCR przeprowadzono dwa techniczne powtorzenia. RNA wyizolowane
z segmentdw korzenia poddano dziataniu DNazy (Promega, Madison, USA), celem
usunigcia pozostatosci genomowego DNA. Reakcje przeprowadzano w probowkach typu
eppendorf o pojemnosci 0,2 ml, a mieszanina reakcyjna zawierata 1 pg totalnego RNA,
1 x stezony bufor dla DNazy RQI oraz 1U tego enzymu. Catkowita objeto$¢ mieszaniny
wynosita 10 ul. Proby inkubowano przez 30 min. w temperaturze 37°C. Nastepnie, do
kazdej proby wprowadzono 1 pl buforu STOP (20 mM EGTA) i prowadzono inkubacje
w temperaturze 65°C przez 10 min. celem zatrzymania reakcji. Tak przygotowane proby
stosowano jako matryce do reakcji odwrotnej transkrypcji. Do syntezy cDNA zastosowano
zestaw Maxima (Thermo Scientific, Waltham, USA) przygotowujac mieszaning reakcyjna
zgodnie z instrukcjami producenta. Reakcje przeprowadzono przy uzyciu termocyklera
(Biometra), proby inkubowno przez 10 min. w temperaturze 25°C, nastgpnie schtadzano
do temperatury 50°C przez 15 min., zatrzymanie reakcji prowadzono przez ogrzewanie
prob do temperatury 85°C przez 5 min. Proby cDNA rozcienczono pigciokrotnie w ddH,O
i przechowywano w temperaturze -20°C.

Do analizy ekspresji zastosowano metod¢ (PCR wykorzystujaca barwnik
fluorescencyjny SYBR Green, ktory ulega interkalacji pomi¢dzy dwie nici DNA
1 wzbudzony przy pomocy s$wiatla UV umozliwia detekcje kwasow nukleinowych.
Reakcje qPCR przeprowadzano przy uzyciu zestawu LightCycler® 480 SYBR ™ Green |
Master i urzadzenia LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Niemcy). Mieszanina
reakcyjna o catkowitej objetosci 10 ul obejmowata: 2 pl rozcienczonego cDNA, 10 pmol
kazdego startera do PCR 1 5 ul SYBR ™ Green I Master Mix. Dla wszystkich badanych
genow zastosowano nastepujace warunki reakcji: wstepng denaturacje przez 5 min.
w 95°C, 42 cykle denaturacji przez 10 sek. w 95°C, przylaczanie starterow przez 15 sek.
w 56°C i elongacji przez 15 sek. w 72°C, z pomiarem fluorescencji, ktory nastepowat pod
koniec kazdej rundy amplifikacji. Po zakonczeniu cykléw reakcji PCR przeprowadzono
analiz¢ krzywej topnienia, stosujac inkubacje w 95°C przez 1 min., 40°C przez 1 min.
i przedziat topnienia 65 - 95°C z ciagtym odczytem fluorescencji. Analiz¢ wynikow reakcji
wykonywano przy uzyciu oprogramowania LightCycler® 480 Gene Scanning Software
w wersji 1.5.0 SP4 (Roche Diagnostics, Niemcy), postgpujac zgodnie z instrukcja obstugi

53



oprogramowania. Do analizy wybrano wylacznie te proby, dla ktorych powstawat tylko
jeden produkt amplifikacji o spodziewanej temperaturze topnienia.

Wzgledny poziom ekspresji kazdego genu obliczono za pomocg metody 2(AACP),
Dla kazdego z genotypdéw przeprowadzono normalizowanie wartosci Cp (ang. Crossing
point — cykl reakcji, w ktorym nastgpito przekroczenie poziomu tla oraz wejscie w faze
wzrostu wyktadniczego) dla badanego genu z danej strefy korzenia wzgledem wartosci Cp
genu referencyjnego, zgodnie ze wzorem:

ACp = Cp genu badanego-Cp genu referencyjnego.

Jako gen referncyjny zasosowano gen kodujacy czynnik ADP1 (ADP-ribosylation factor 1-
like protein, AJ508228.2; Rapacz i inni, 2012). Kazdg ze stref korzenia okre$lonego
genotypu (‘Pallas’, ‘Karat’, brb, rhll), z wyjatkiem strefy apikalnej w odmianie ‘Karat’,
traktowano jako prob¢ eksperymentalng, dla ktorej obliczono wzglgdny poziom ekspres;ji
anlizowanych gendow. Poziom ten okreSlano wzgledem poziomu ekspresji w strefie
apikalnej w odmianie ‘Karat’, ktora zostala uznana za warto$¢ rowng 1. W tym celu

zastosowano naste¢pujacy wzor:
AACp = ACpl - ACp2

ACpl =
Cp badanego genu w probie eksperymentalenj —
Cp genu referencyjnego w probie eksperymentalnej

ACp2 =
Cp analizowanego genu w odmianie ‘Karat’ w strefie apikalne;j

— Cp referencyjnego genu w odmianie ‘Karat’ w strefie apikalnej

Istotno$¢ statystyczng rdznic ekspresji genow migdzy probkami obliczono za pomocg

analizy wariancji jednoczynnikowej (ANOVA) i testu LSD (P<0,05).

3.18. Konstrucja drzewa filogenetycznego

Drzewo filogenetyczne rodziny biatek bHLH zostalo skonstruowane metoda
najwiekszej wiarygodnosci przy uzyciu narzgdzia W-IQ-TREE (Nguyen i inni, 2015;
Trifinopoulos 1 inni, 2016). Sekwencja biatka kodowanego przez gen kandydacki

HORVU7Hr1G030250 (MLOC_38567) zostata poréwnana do kilku innych biatek bHLH
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u jeczmienia i ryzu o najwigkszym podobienstwie do sekwencji genu kandydackiego.
Jednoczesnie wykorzystano sekwencje aminokwasowe biatek Ljrhll z Lotus japonicus
(Karas 1 inni, 2009) i1 Osrhll z ryzu (Ding 1 inni, 2009). Sekwencje bialek z rodziny bHLH
u Arabidopsis, poprzednio opisane przez Heima i innych (2003) i Toledo-Ortiza i innych
(2003), zostaty uzyte jako tlo do konstrukcji drzewa filogenetycznego, pozwalajace na
przyporzadkowanie sekwencji genu kandydackiego do okreslonej podrodziny biatek bHLH
(Aneks, Tab. 10.21; 10.22; 10.23). Dla wszystkie sekwencji biatek przeprowadzono ich
dopasowane przy uzyciu programu Clustal Omega (EMBL-EBI:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Uzyskany plik zostal nastgpnie uzyty jako dane
wejsciowe dla narzedzia W-1Q-TREE. W celu identyfikacji najbardziej pasujacego modelu
substytucji zastosowano algorytm ModelFinder (Kalyaanamoorthy i inni, 2017), natomiast
aby oceni¢ wiarygodno$¢ grupowania poszczegdlnych biatek wykorzystano testy

statystyczne ultrafast bootstrap (Hoang i inni, 2017) oraz aLRT (Guindon i inni, 2010).
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4. Wyniki
4.1. Powiekszenie populacji mapujacej F, rhll.b x ‘Morex’

Wezesniejsze badania prowadzone w Katedrze Genetyki US z wykorzystaniem 200
ros$lin F, populacji mapujacej rhll.b x ‘Morex’, pozwolily na zmapowanie genu rhll
w chromosomie 7HS, w otoczeniu trzech najblizszych markeréw typu SSR. W daszych
pracach rozszerzono populacje mapujacg do 1679 osobnikow, ktore wstepnie
scharakteryzowano fenotypowo. W niniejszej pracy wyprowadzono 3273 nowych ro$lin
F, i ostatecznie analizowana populacje mapujaca F, rhll.b x ‘Morex’ liczy 4952
osobnikéw. Wsrdd roslin pokolenia Fp, w wyniku przeprowadzenia analizy rozszczepien
fenotypowych dla strefy wtosnikowej korzenia, otrzymano rozszczepienie 3:1, na rosliny
wykazujace fenotyp normalny i pozbawione wlosnikow. Statystyczna analiza rozktadu
fenotypowego przeprowadzona za pomocg testu X23:1, wykazata prawidtowos$¢ segregaci,
odyz warto$¢ x%1 byla nizsza niz warto$é krytyczna, ktéra wynosi 3,841 dla
df=1ia=0,05. (Tab. 4.1).

Tabela 4.1. Analiza rozktadu fenotypowego dla 4952 osobnikow ostatecznie uzyskanej populacja
mapujacej F, rhll.b x ‘Morex’.

Liczebnos¢ Liczebnosé

Fenotyp Oczeklwgne_ oczekiwana  uzyskana (e-f)’le
rozszczepienie © 0
Vlosnikt 3 3714 3711 0,002423
Bezwlosnikowy 1 1238 1241 0,00727
Suma 4952 ¥*=0,009693

4.2. Analizy segregacji dla markerow SSR oraz wybor rekombinantow

Na podstawie informacji o pozycji markerOw na wczesniej opracowanej mapie
genetycznej dla populacji F; krzyzowki rhl1.b x ‘“Morex’, wybrano trzy markery typu SSR:
GBM1464, scssr07970, EBmac0016. Markery scssr07970 oraz EBmac0016 zmapowane
zotaty jako punkty flankujace gen rhll w odleglosci odpowiednio 1,7; 4,6 cM. Z kolei
marker GBM1464 zlokalizwany zostat w odlegtosci 1,73 ¢cM w stosunku do locus rhl1,
bardzo blisko markera scssr07970 (Chmielewska i inni, 2014). Przeprowadzono analize
segregacji wytypowanych markerow wsrod 1241 osobnikow wykazujacych fenotyp
mutanta rhll.b (Ryc. 4.1). Ogétem, wsrod 1241 osobnikoéw pozbawionych wlo$nikow
zidentyfikowano 228 rekombinanty pod wzgledem flankujacych gen markerow SSR,
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w tym 8 podwdjnych (Tab. 4.2; Tab. 4.3). Wszystkie 228 roslin postuzyto jako materiat do
poszukiwania dodatkowych markerow, ktore mogly zawezi¢ interwal obejmujacy gen rhil
i umozliwi¢ zakotwiczenie ich genetycznych pozycji na fizycznej mapie jeczmienia. Zaden
z wezesniej zmapowanych markeréw nie posiadal znanej fizycznej lokalizacji.

Tabela 4.2. Segregacja markerow SSR wéréd 228 rekombinantow F, wykazujacych fenotyp
bezwlosnikowy.

Klasy genotypowe
a h
rhi1 228 O
Scssr07970 181 47
GBM1464 186 42

EBmac0016 44 179 0 O
a — homozygota z allelami markera SSR jak mutant rhll.b; b — homozygota z allelami markera SSR jak

[IPS 1}

odmiana ‘Morex’; h — heterozygota; ¢ — genotyp inny niz “a”.

Marker

O O O|T
O O O o

Tabela 4.3. Wyniki genotypowania 8 podwojnych rekombinantow F, zidentyfikowanych dla
rejonu genu rhll otoczonego najblizej zlokalizowanymi markerami GBM1464, scssr07970,
EBmac0016.

Marker 1 2 3
GBM1464 h h h h h h h h
scssr07970 h h h h h h h h
rhll
EBmac0016 h h h h h h h h

a —homozygota z allelami markera SSR jak mutant rhi1.b; h — heterozygota
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Ryciana 4.1. Przyktadowe zdjecia zeli poliakrylamidowych przygotowane w ramach analizy
markerow a) scssr07970, b) EBmac0016 oraz ¢) GBMI1464. M — odmiana rodzicielska
‘Morex’; rhll — bezwto$nikowy mutant; a - rosliny F, z krzyzowki rhl1.b x ‘Morex’ wykazujace
fenotyp bezwlosnikowy. Czerwone strzatki wskazuja rekombinanty pomigdzy genem rhil,
a analizowanym markerem.
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4.3. Wyprowadzanie nowych markerow typu SNP polozonych w rejonie genu rhil

Analiza informacji literaturowych dotyczacych map genetycznych jeczmienia, jak
I internetowych baz danych, umozliwita selekcje informacji z istniejacych map
genetycznych chromosomu 7HS jgczmienia, w ktorych zmapowane markery stanowig
punkty wspolne z mapg obejmujacg gen rhll (Janiak i Szarejko, 2007; Chmielewska i inni,
2014). Wspolnie zakotwiczonymi loci byly dwa markery typu SSR: scssr07970
I GBM1464 (Close i inni, 2009; Mufioz-Amatriain i inni, 2011; Stein i inni, 2007; Rostoks
I inni, 2005; GrainGenes, Hordeum-PilotOPA1-7H ) oraz marker typu SNP - ABC255
zmapowany w rejonie genu rhll w pracy Kedziorskiego (2011). Wstepnie wytypowane
interwaly do poszukiwania nowych markerow obejmowaly nastepujace dystanse na
poszczegolnych opublikowanych mapach: 7,51 ¢cM (Mufioz-Amatriain i inni, 2011),
5,99 cM (Stein i inni, 2007), 7,81 cM (Rostoks i inni, 2005), 11,99 cM (Close i inni, 2009;
SM_POPA123), 33,64 cM (Close i inni, 2009; MB_POPA123), oraz 15,06 cM
(GrainGenes, Hordeum-PilotOPA1-7H). Dane uzyskane z opublikowanych map
genetycznych pozwolity na wybdr nowych markerow, ktore potencjalnie mogty znajdowaé
si¢ w docelowym przedziale chromosomu 7HS obejmujacym gen rhll, a jednoczesnie
znana byta ich pozycja na mapie fizycznej. W rezultacie wytypowano 54 sekwencje, ktore
spetniaty te zatozenia. Liczbe t¢ zawg¢zono do 34 markerdéw, ktodre przeanalizowano pod
katem polimorfizmu migdzy mutantem rhll.b i odmiang ‘Morex’, co pozwolito
zidentyfikowa¢ 23 polimorficzne produkty. Wynik ten stanowil wystarczajgcg liczbe
miejsc polimorficznych aby ostatecznie wybra¢ markery do genotypowania i zainicjowac
mapowanie (Aneks, Tab. 10.16). Weryfikacja wynikow sekwencjonowania ujawnita, ze
wszystkie 34 fragmenty DNA pochodzace z wytypowanych markerow charakteryzowaty
si¢ specyficzng sekwencjg DNA oraz byly odpowiednej dtugosci.

W celu wstepnego zakotwiczenia mapy genetycznej na mapie fizycznej genomu,
wstepnie wytypowano tylko pie¢ markerow (2_1491; 1 0772; 3_0752; 3_530 oraz 00460)
do dalszej analizy. Fragmenty chromatogramow z pozycja SNP dla poszczegélnych loci
zamieszczono w aneksie (Ryc. 10.1; 10.2; 10.3). W celu genotypowania segregacji
markerow w populacji mapujacej dla sekwencji oznaczonych jako 2_1491 oraz 1_0772,
zastosowano technik¢ CAPS. Dla trzeciego z wytypowanych markerow, locus 3_0752
wykryty SNP CG->AT, nie prowadzit do powstania ani do eliminacji miejsca

restrykcyjnego, w zwigzku z czym do przeprowadzenia genotypowania w oparciu o ten
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marker wybrano technik¢ HRM. Z kolei, sekwencje oznaczono jako 3_530 oraz 00460,
analizowano w oparciu o procedur¢ EcoTILLING.

Analiza nowo wytypowanych markeréw sktadata si¢ z dwoch etapow.
W pierwszym przeprowadzono pilotazowy eksperyment badania segregacji markeréw
2 1491, 1 0772, 3_0752, 3 530 oraz 005460 wsrod wczesniej zidentyfikowanych
228 rekombinantdow pomie¢dzy markerami SSR (GBM1464, scssr07970, EBmac0016)
a locus rhil (Tab. 4.4). W przypadku markerow 2 1491, 1 0772 oraz 3 0752 wykryto
odpowiednio 17, 4 oraz 6 rekombinantow w stosunku do locus rhll, co wst¢pnie
sugerowalo mniejsza odlegto$¢ migdzy tymi loci a genem rhll, w poréwnaniu do dystansu
pomiedzy rhll a markerami SSR (GBM1464, scssr07970, EBmac0016). W przypadku
markera 3 0530 zidentyfikowano az 71 osobnikéw heterozygotycznych. Taka obserwacja
wskazywata na wigksza czgstotliwo$¢ zdarzen rekombinacji pomiedzy locus rhll
a markerem 3_0530, dlatego tez marker 3_0530, zostat wykluczony z dalszej analizy. Dla
markera 00460 obserwowano zbyt staby produkt amplifikacji na zelu poliakrylamidowym
i ze wzgledu na potencjalne problemy z wiarygodnym odczytem wynikow zaniechano jego

dalszej analizy.

Tabela 4.4. Segregacja markeré6w opracowanych na podstawie bazy Genome Zipper wsrod 228
rekombinantéw  zidentyfikowanych pomigdzy markerami SSR (GBM1464, scssr07970,
EBmMac0016) a locus rhll.

Marker Klasy genotypowe
a h b c x
21491 211 17 0 0 O
30752 222 6 0 0 O
10772 224 4 0 0 O
30530 96 71 0 0 132
rhi1 228 0 0 0 O

a—homozygota z allelami badanego markera jak mutant rhl1.b; b — homozygota z allelami markera SSR jak
odmiana ‘Morex’; h — stan heterozygotyczny markera; ¢ — genotyp inny niz “a”; x — brakujace dane

W drugim etapie, w celu weryfikacji ulozenia nowych markerow wzgledem genu
rhll, przeprowadzono wstgpne mapowanie markerow SSR (GBM1464, scssr07970,
EBmac0016) oraz markerow typu SNP (2 1491, 3 0752, 1 0772) w oparciu o 169 roslin
pokolenia F, populacji rhll.b x ‘Morex’ wybranych losowo. Wyselekcjonowane osobniki
reprezentowaly subpopulacje, w ktorej stosunek roslin o fenotypie odmiany ‘Morex’ do
osobnikow wykazujacych recesywny fenotyp wynosi 3:1. Segregacje¢ markerow
w potomstwie zweryfikowano za pomoca testu y212:1 (Tab.4.5). W przypadku wszystkich

badanych loci uzyskana wartosci testu y21.2.1 nie przekracza wartosci granicznej
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%2005 Wynoszacej 5,99 dla df = 2 i a = 0,05, na tej podstawie mozna wnioskowac

0 segregacji zgodnej z zatozona.

Tabela 4.5. Segregacja marker6w w populacji mapujacej rhll.b x ‘Morex’ obejmujacej
169 osobnikow.

Zrodlo wyprowadzonego Klasy genotypowe ~ Wartos¢

Marker markera 2 h b c t(zestu
X 1:2:1
GBM1464 SSR* 45 79 45 O 0.72
scssr07970 SSR* 44 78 46 O 0.90
2 1491 GZ 47 77 45 0 1.38
3 0752 GZ 49 74 46 O 2.72
1 0772 GZ 49 75 44 0 2.23
rhil - 50 0 0 119 1.9
EBmatc0016 SSR* 37 83 49 0 1.76

* - markery SSR wybrane na podstawie mapy skonstruowanej we wczesniejszych analizach (Chmielewska i
inni, 2014); a — homozygota z allelami badanego markera jak mutant rhll.b; b — homozygota z allelami
badanego markera jak odmiana ‘Morex’; ¢ — genotyp inny niz “a”; h — stan heterozygotyczny markera;
GZ — Genome Zipper.

Dane o segregacji markerow postuzyly do przeprowadzenia mapowania za pomocag
programu JoinMap 4.0 (Ryc. 4.2). Skonstruowano mape¢ sprzezen dla mikro-populacji
F, krzyzowki rhll.b x ‘Morex’ obejmujaca 15,52 cM (Ryc. 4.2). Przeprowadzona analiza
mapowania badanych markerow pozwolita na umieszczenie markera 1 0772
w sagsiedztwie genu rhll, w odlegtosci 0,63 cM. Z kolei markery 2_1491 oraz 3_0752
zlokalizowano w odleglosci odpowiednio 4,87 ¢cM oraz 2,13 cM od locus rhll. Zaden

z nowych markerow SNP nie flankowal genu rhll od strony centromeru.
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Rycina 4.2. Analiza segregacji markerow oraz konstrukcja mapy genetycznej dla w oparciu o mikro-populacje. Przyktadowe fragmenty obrazu zeli
agarozowych przygotowanych w ramach analizy markeréw A) 2 1491 B) 1 0772. M — odmiana rodzicielska ‘Morex’; rhll.b — bezwlo$nikowy mutant,
a — homozygota jak mutant rhl1.b; b — homozygota jak odmiana ‘Morex’; h — stan heterozygotyczny markera. Czerwone strzatki wskazuja rekombinanty
pomigdzy genem rhll.b, a badanym markerem. W ramkach oznaczono fragment sekwencji analizowanych markeréw, gdzie kolor szary wskazuje miejsce
polimorfizmu, podkre$lenie wyznacza sekwencje rozpoznawang przez uzyty enzym restrykcyjny. C) Wykres znormalizowanych krzywych topnienia
przygotowany w ramach analizy markera 3 0752. Poszczegdlne krzywe reprezentujg nastepujace proby DNA: 1 — ‘Morex’ + mutant rhll.b, 2- heterozygota,
3 — homozygota + ‘Morex’, 4 —‘Morex’, 5 — mutant rhl1.b, 6 — homozygota jak mutant. D) Grupa sprz¢zen skonstruowana na podstawie subpopulacji
mapujacej F,rhll.b x ‘Morex’, obejmujacej 169 osobnikow.
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Warto$ci wspotczynnikow LOD, byly wysokie zarowno pomiedzy sasiadujagcymi
loci jak i tymi, ktore nie leza w bezposrednim sasiedztwie rhll (Tab. 4.6). Wysokie
wartosci LOD otrzymano dla sprz¢zenia pomiedzy locus rhll, a 1 0772 oraz
3 0752 odpowiednio 41,46 i 41,83 co $wiadczy o wysokim prawodpodobienstwie

sprz¢zenia pomig¢dzy analizowanymi parami loci.

Tabela 4.6. Czgstotliwos¢ rekombinacji oraz warto§¢ wspotczynnika LOD dla zmapowanych loci.

Locus 1 Locus2  Czestotliwo$¢ rekombinacji LOD

scssr07970 0,0295 35,32

1 0772 0,0058 41,46

2 1491 0,0173 38,42

rhil 3 0752 0,0115 41,83

GBM1464 0,0290 35,83

EBmatc0016 0,0784 28,28

2 1491 0,0241 61,00

3 0752 0,0150 67,56

1 0772 scssr07970 0,0273 59,61

GBM1464 0,0302 58,43

EBmatc0016 0,0868 41,64

scssr07970 0,0241 61,97

3 0752 GBM1464 0,0270 61,03

- EBmatc0016 0,0830 42,95

2 1491 0,0270 61,78

GBM1464 0,0119 67,86

2 1491 EBmatc0016 0,0927 38,91

scssr07970 0,0090 69,62

scssr07970 0,0869 39,03
EBmatc0016

GBM1464 0,0928 37,87

GBM1464 | scssr07970 0,0030 73,19

Utworzenie mapy sprz¢zen opartej na mikropopulacji pozwolilo na zainicjowanie
procedury mapowania wysokorozdzielczego, gdyz nowo zmapowane markery typu SNP
postuzyly do zakotwiczenia mapy genetycznej na fizycznej mapie genomu jeczmienia.
Sekwencje dla trzech markerow: 2 1491, 3 0752 oraz 1_0772 wykorzystano do
przeszukiwania internetowej bazy danych Ensembl Plants, w celu identyfikacji pozycji

zmapowanych rejondw w genomie jeczmienia (Tab. 4.7).
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Tabela 4.7. Lokalizacja zmapowanych markerow na fizycznej mapie genomu jgczmienia.

Pozycja na fizycznej mapie

- 1
Locus  Pozycja (cM) genomu jeczmienia (pz)

2_1491 48,9 57 324 195-57 326 153
3_0752 53,60 65 928 575-65 929 562
10772 54,37 67 121 258-67 124 410

!_ genetyczna pozycja wg internetowej bazy GenomeZipper

4.4. Wyprowadzanie nowych markerow typu SNP w oparciu o mape fizyczna genomu
jeczmienia oraz konstrukcja mapy genetycznej na podstawie powi¢ekszonej populacji
Markery 2 1491, 1 0772, oraz 3 0752 wybrano jako poczatek etapu wysycenia
mapy genetycznej. Ze wzgladu na brak nowo zmapowanego markera typu SNP
flankujacego poszukiwany gen od strony centromeru, czyli markera ktory moglby
postuzy¢ jako flankujace miejsce zakotwiczenia na mapie fizycznej, wybrano szeroki
interwat od 58 965 839 pz do 163 649 998 pz na fizycznej mapie genomu jgczmienia
wedtug bazy Ensembl Plants. Wstepnie, w wyznaczonym przedziale losowo wytypowano
70 potencjalnych markerow, ktore moglyby by¢ zlokalizowane blizej genu rhll (Aneks,
Tab. 10.17). Po przeprowadzeniu amplifikacji wybranych loci dla genotypow
rodzicielskich, otrzymane produkty poddano sekwencjonowaniu celem sprawdzania ich
polimorfizmu migdzy osobnikami rodzicielskimi populacji mapujgcej. tacznie,
przeprowadzono analiz¢ dla 118 fragmentow DNA, ktére sumarycznie obejmowaty 93930
pz. Zidentyfikowano 81 polimorficznych produktow reakcji PCR, ktore stanowia 68,64%
w stosunku do wszystkich analizowanych fragmentow. Zidentyfikowane roznice pomigdzy
genotypami mutanta rhll i odmiany ‘Morex’, w obrgbie zamplifikowanych fragmentow,
obejmujg 284 polimorfizmy typu SNP oraz 20 zmian typu InDel. Nalezy zaznaczy¢, ze
identyfikacja 81 polimorficznych produktow nastgpowata sukcesywnie, przy
jednoczesnym wilaczaniu kolejnych, nowych markeréw do mapy, co pozwalalo na
weryfikacje ich lokalizacji wzglgdem badanego genu. W zwiazku z tym, wielko$¢
przeszukiwanego fizycznego interwatu ulegala stopniowemu zawegzaniu w trakcie
prowadzonych analiz. W celu precyzyjnej lokalizacji nowych markeréw w obrebie grupy
sprzezen zawierajacej gen rhll, rownolegle z prowadzeniem sekwencjonowania nowo
wytypowanych markeréw, przeprowadzano genotypowanie wybranych sekwencji
z wczesniej zidentyfikowanym polimorfizmem, z wykorzystaniem populacji mapujace]

krzyzowki rhll.b x ‘Morex’ ztozonej z 1472 roslin F, (Ryc. 4.3). Po kazdym wiaczeniu
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nowego markera do mapy genetycznej wyznaczano nowy interwal poszukiwania
polimorfizméw, odrzucajac cze$¢ wcezesniej wyselekcjonowanych sekwencji, ktore nie
znajdywaly si¢ w nowym regionie. Tak prowadzona analiza spowodowala, ze istotna
liczba polimorficznych sekwencji nie zostala wykorzystana jako markery w konstrukcji
mapy genetycznej w powigkszonej populacji. Ponadto, z kazdego nowego interwalu
analizie poddawano kilkanascie sekwencji, aby zwickszy¢ prawdopodobienstwo
znalezienia prostej 1 mozliwie mato kosztochtonnej metody genotypowania
polimorficznych loci, preferencyjnie technikg CAPS Iub poprzez bezposrednig
elektroforeze w zelu agarozowym. Fragmenty chromatograméw obejmujace pozycje
polimorficznych miejsc dla nowo wybranych markeréw zamieszczono w aneksie
(Ryc. 10.2; 10.3).

Fragmenty chromatograméw obejmujace pozycje polimorficznych miejsc
I uzyskane na podstawie analizy wynikow sekwencjonowania dla loci opisanych ponizej
zamieszczono w aneksie (Ryc. 10.1; 10.2). Dla sekwencji oznaczonych jako
MLOC_36745, MLOC 61391, MLOC 56159, MLOC 58272, MLOC_35776,
MLOC 56159 oraz MLOC_35776 zidentyfikowano polimorfizmy typu SNP. Zmiany te
znajdowaly si¢ si¢ w miejscach restrykcyjnych co umozliwito zastosowanie techniki CAPS
do genotypowania populacji mapujacej (Ryc. 4.3). Z kolei dla sekwencji MLOC_61880,
MLOC 74692, MLOC 12900, oraz MLOC 56157 wykryto polimorfizmy typu In/Del.
Dla tych markerow roznica w dlugosci pomiedzy produktami PCR uzyskiwanymi na
matrycy DNA mutanta rhll.b a odmiany ‘Morex’ pozwolita na zastosowanie elektroforezy

w zelu agarozowym w celu genotypowania (Ryc. 4.3).
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Rycina 4.3. Przykladowe fragmenty obrazow zeli agarozowych przygotowane w ramach analizy markerow A) MLOC_36745, B) MLOC_61880,
C) MLOC_61391, D) MLOC_74692, E) MLOC_12900, F) MLOCL_58272, G) MLOC_56157, H) MLOC_56159 I) MLOC_35776. M — odmiana

rodzicielska ‘Morex’; rhll.b — bezwlosnikowy mutant, a — homozygota jak mutant rhl1.b; b — homozygota jak odmiana ‘Morex’; h — stan heterozygotyczny
markera.



Pierwszymi markerami wybranym do genotypowania byly sekwencje wytypowane
podczas prowadzenia etapu mapowania na malej populacji tzn. markery 2 1491 oraz
1 0772. Ze wzglgdu na zbyt wysokie koszty enzymu Esp3l nie prowadzono
genotypowania markera 1 077 dla powigkszinej populacji mapujacej Kolejnymi
wytypowanymi markerami byty sekwencje oznaczone jako MLOC 36745, MLOC 61880
oraz MLOC_61391. Dane o segregacji tych sekwencji, markeréw 2 1491 i 1_0772 oraz
dla trzech wczesniej wyselekcjonowanych markerow SSR (GBM1464, scssr07970,
EBmac0016) postuzyly do przeprowadzenia mapowania za pomocg programu
JoinMap 3.0 w populacji 1472 roslin F,. W wyniku tej analizy mapa genetyczna odcinka
chromosomu 7HS jeczmienia, niosaca locus rhll zostata wzbogacona o trzy nowe markery
typu SNP oraz jeden typu In/Del. Ze wzgledu na fakt, iz nowe markery zlokalizowane byty
tylko po jednej stronie genu rhll, dystalnie w stosunku do niego, kolejng sekwencja
wytypowana do analizy byl marker MLOC 74692, znacznie oddalony od wcze$niej
zmapowanych sekwencji i znajdujacy si¢ w pozycji 96 923 046 - 96 923 798 pz na mapie
fizycznej genomu jeczmienia. Ostatecznie, zmapowana sekwencja MLOC 74692 stala si¢
markerem flankujacym gen rhll z drugiej strony (proksymalnie), w zwigzku z czym
zakotwiczono mapg¢ genetyczng na fizycznej mapie genomu jeczmienia i wybrano nowy
interwal, obejmujacy region od 58 965 839 pz do 96 923 798 pz, ktory stuzyt do dalszego
poszukiwania markerow. Analiza ta pozwolita na wybor markerow MLOC_12900 oraz
MLOC_58272, ktore poddano analizie w populacji F, i zlokalizowano na mapie po stronie
proksymalnej genu rhll. Umozliwito to ponowne wybranie interwatu do poszukiwania
kolejnych markerow, blizej flankujacych gen. W ostatnim etapie analiza segregacji dla
trzech loci MLOC 56157, MLOC 56159 oraz MLOC 35776 umozliwita ponowne
zawezenie interwatu przeznaczonego do typowania genow kandydackich.

Segregacje markerow w populacji mapujacej zweryfikowano za pomoca testu
v*1.2.1 (Tab. 4.8). Jeden marker, MLOC_61391, zostal wylaczony z analizy, ze wzgledu na
odchylenie od prawidtowej segregacji, powodujace btedne pozycjonowanie kilku loci na

mapie genetycznej. Dla pozostatych loci uzyskano segregacji zgodna z przewidywana.
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Tabela 4.8. Analiza segregacji marker6w oraz warto$¢ testow y2 w populacji mapujacej
rhll.b x ‘Morex’ obejmujacej 1472 osobnikow.

Klasa genotypowa

Locus Zrodlo markera Y2

a h b ¢ x
Scssr07970 SSR* 366 728 378 0 0 0,37
GBM1464 SSR* 364 736 372 0 0 0,09
MLOC_4576 (2_1491) GZ 367 722 368 0 15 0,12
MLOC_36745 EP 368 728 376 0 0 0,26
MLOC_61880 EP 382 702 387 0 1 3,09
MLOC_4840 (3_0752) GZ 376 719 376 0 1 0,74
MLOC_35776 EP 387 699 385 0 1 3,63
rhil 393 0 0 1079 0 0,99
MLOC_61391 EP 380 764 327 0 1 6,03
MLOC 56157 EP 385 705 382 0 0 2,62
MLOC 56159 EP 385 705 382 0 0 2,62
MLOC 58272 EP 378 716 376 0 2 0,99
MLOC_12900 EP 353 737 368 0 14 0,48
MLOC_74692 EP 335 741 372 0 24 2,69
EBmac0016 SSR* 338 741 372 0 21 2,26

* - markery SSR wybrane na podstawie mapy skonstruowanej we wczesniejszych analizach (Chmielewska i
inni, 2014); a — homozygota jak mutant rhl1.b; b — homozygota jak odmiana ‘Morex’; ¢ — genotyp inny niz
“a”; h — stan heterozygotyczny badanego markera; x — brakujace dane; GZ — Genome Zipper; EP — Ensembl
Plants

Ostatecznie skonstruowano mape sprzezen dla populacji F2 rhll.b x ‘Morex’, ktora
obejmuje 29,6 cM (Ryc. 4.4). Siedem markerow typu SNP, cztery typu In/Del oraz trzy
SSR leza w grupie sprzgzen obejmujacej gen rhll. Mapa zawiera trzy markery SSR
opracowane we wczesniejszych badaniach (Chmielewska i inni, 2014), dwa markery
pobrane z bazy danych Genome Zipper 1 osiem loci reprezentujacych geny jeczmienia
z bazy danych Ensembl Plants, (wersja 082214v1). Najblizej genu rhll leza markery
MLOC_4840 (2,2 cM) oraz MLOC 35776 (1,5 cM) i tworzg interwat o dlugosci 3,7 cM.
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0.0 — Scssr07970

1.7 — GBM1464
56— MLOC_4576 (2_1491)
6.5— MLOC 36745
8.4 — MLOC_61880
10.3 — MLOC_4840 (3_0752)
12.5 ~ rhl1
14.0 — MLOC_ 35776
15.5 — MLOC 56159 MLOC 56157
16.3 — MLOC 58272
19.8 — MLOC 12900
23.3— MLOC_74692
29.6 — EBmac0016

Ryciana 4.4. Mapa genetyczna obejmujgca grupe sprz¢zen skonstruowana na podstawie populacji
mapujacej F, rhll.b x ‘Morex’ liczacej 1472 osobnikow, w tym 1079 roslin o fenotypie dzikim
oraz 393 roslin bezwtosnikowych.

Wspotczynniki LOD dla poszczegdlnych par loci obejmowatly zakres wartosci od
278,67 do 671,48, co wskazuje na wysokie prawdopodobienstwo sprzezenia miedzy tymi
parami. Ponadto wysokie wartosci LOD uzyskano dla sprzgzenia pomigdzy locus rhll,
a MLOC 35776, MLOC 56157 oraz MLOC 56159 odpowiednio 355,15; 351,27 oraz
351,27 (Tab. 4.9).
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Tabela 4.9. Czgstotliwos$¢ rekombinacji oraz warto§¢ wspotczynnika LOD dla zmapowanych loci.

Locus 1 Locus 2 Czestos¢ LOD Locus 1 Locus 2 Czestos¢ LOD
rekombinacji rekombinacji

scssr07970 0,0183 320,15 MLOC_35776 0,0234 545,85
21491 0,0170 320,63 MLOC_36745 0,0314 507,38
3 0752 0,0115 335,21 MLOC_56157 0,0269 530,66
GBM1464 0,0196 317,21 MLOC_56159 0,0269 530,66
EBmatc0016 0,0380 282,33 3 0752 MLOC_58272 0,0336 502,42
MLOC_12900 0,0273 300,88 - MLOC_61880 0,0185 562,67
rhil MLOC_35776 0,0041 355,15 MLOC_74692 0,0769 369,43
MLOC_36745 0,0169 323,01 EBmac0016 0,0853 353,00
MLOC_56157 0,0054 351,27 GBM1464 0,0477 453,29
MLOC_56159 0,0054 351,27 Scssr07970 0,0448 462,92
MLOC_58272 0,0101 338,38 MLOC_36745 0,0265 531,67
MLOC_61880 0,0075 345,55 MLOC_56157 0,0151 585,17
MLOC_74692 0,0402 278,67 MLOC_56159 0,0151 585,17
2 1491 0,0567 415,38 MLOC_58272 0,0203 560,36
3 0752 0,0565 420,95 | MLOC 35776 MLOC_61880 0,0134 589,68
MLOC_35776 0,0471 459,70 MLOC_74692 0,0668 406,62
MLOC_36745 0,0561 421,35 EBmac0016 0,0853 364,52
MLOC_56157 0,0328 504,60 GBM1464 0,0441 470,18
MLOC_ 12900 MLOC_56159 0,0328 504,60 Scssr07970 0,0413 479,71
MLOC_58272 0,0335 496,88 MLOC_56157 0,0314 513,36
MLOC_61880 0,0442 463,79 MLOC_56159 0,0314 513,36
MLOC_74692 0,0337 490,20 | MLOC 36745 MLOC_58272 0,0325 504,90
EBmac0016 0,0568 413,89 MLOC_61880 0,0189 563,95
GBM1464 0,0678 388,21 MLOC_74692 0,0787 364,41
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Tabela 4.9. cd.

Locus 1 Locus2  Czestosé rekombinacji LOD Locus 1 Locus 2 Czgstos¢ LOD
rekombinacji
MLOC 12900  Scssr07970 0,0663 393,54 EBmac0016 0,0936 333,51
3_0752 0,0307 504,70 : MLOC _36745 GBM1464 0,0360 493,34
MLOC 35776 0,0296 515,78 Scssr07970 0,0381 485,76
MLOC_36745 0,0086 604,68 MLOC 74692 0,0642 406,88
MLOC 56157 0,0331 502,77 EBmMac0016 0,0812 369,75
MLOC 56159 0,0331 502,77 MLOC_61880 GBM1464 0,0349 502,28
2 1491 MLOC 58272 0,0356 490,44 Scssr07970 0,0311 514,69
MLOC 61880 0,0215 548,97 EBmMac0016 0,0602 400,75
MLOC 74692 0,0803 357,69 { MLOC 74692 GBM1464 0,0886 338,39
EBmac0016 0,0943 328,71 Scssr07970 0,0832 350,33
GBM1464 0,0363 487,27 GBM1464 0,0910 342,87
EBmac0016
Scssr07970 0,0381 481,81 Scssr07970 0,0861 353,84
MLOC 58272 0,0079 617,03 MLOC 56159 0,0000 671,48
MLOC 61880 0,0168 573,46 MLOC 58272 0,0079 617,03
MLOC 56159 MLOC 74692 0,0168 573,46 MLOC_61880 0,0168 573,46
- EBmMac0016 0,0711 393,46 : MLOC 56157 MLOC_74692 0,0554 433,39
GBM1464 0,0476 459,30 EBmac0016 0,0711 393,46
Scssr07970 0,0427 474,66 GBM1464 0,0476 459,30
GBM1464 Scssr07970 0,0171 568,96 Scssr07970 0,0427 474,66
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4.5. Charakterystyka przedzialu fizycznego obejmujacego locus rhll i funkcjonalna
analiza genow kandydackich

Charakterystyke zidentyfikowanego przedzialu oparto na nowej wersji genomu
jeczmienia (wersja Hv_IBSC PGSB v2), gdzie identyfikatory genow zostaly zmienione
z MLOC na HORVU. W zwigzku z tym znaleziono nowe odpowiednie identyfikatory dla
markeréw, ktore sa stosowane w dalszej analizie (Tab. 4.10). Poréwnanie opracowanej
mapy genetycznej fragmentu chromosomu 7HS z fizyczng mapa wykazato, ze kolejnosé
zmapowanych markerow koresponduje z ich ulozeniem na fizycznej mapie genomu
jeczmienia. Marker MLOC_4840 (HORVU7Hr1G030210) zlokalizowany jest w pozycji
59140 290 — 59141 279 pz, z kolei marker MLOC_35776 (HORVU7Hr1G030300)
znajduje si¢ w pozycji 59 718 542 — 59 725 672 pz. Interwal utworzony przez te dwa
flankujace markery wynosi 577 263 pz na mapie fizycznej chromosomu 7HS jeczmienia
(Ryc. 4.5).

Tabela 4.10. Identyfikatory genéw MLOC oraz odpowiadajace im oznaczenia HORVU zgodne
z wersjg genomu jeczmienia Hv IBSC PGSB_v2, dla wszystkich genotypowanych loci.
Identyfikator markera

MLOC ID HORVU ID
MLOC_4579 (Zip_2_1491) HORVU7Hr1G028840 / HORVU7Hr1G028850
MLOC_36745 HORVU7Hr1G028950
MLOC_61880 HORVU7Hr1G030050
MLOC_4840 (3_0752) HORVU7Hr1G030210
MLOC_39064 HORVU7Hr1G030220
MLOC_38567 HORVU7Hr1G030250
MLOC_38567 HORVU7Hr1G030250
MLOC_17531 HORVU7Hr1G030270
MLOC_36656 HORVU7Hr1G030280
MLOC_75365 HORVU7Hr1G030290
MLOC_35776 HORVU7Hr1G030300
MLOC_61391 HORVU7Hr1G030840 / HORVU7Hr1G030850
MLOC_56157 HORVU7Hr1G031330 / HORVU7Hr1G031350
MLOC_56159 HORVU7Hr1G031320
MLOC_58272 HORVU7Hr1G031260
MLOC_12900 HORVU7Hr1G033430
MLOC_74692 HORVU7Hr1G036960
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MLOC_4840 MLOC_35776

(HORVU7Hr1G030210 €= == === == ===~ > (HORVU7Hr1G030300
‘ 3,7cM ‘
10.3 cM 14oem
4 N - m e
MLOC 3906 MLOC 17531 MLOC 75365
1 1
. MLOC 38567 MLOC 36656 :
S >
59 140 290 pz 59 725 672 pz
577 263 pz

Rycina 4.5. Schematyczne przedstawienie pordéwnana opracowanej mapy genetycznej fragmentu
chromosomu 7HS z fizyczng mapa. Niebieski prostokat — frgamgent mapy genetycznej; zielone
prostokaty — geny zlokalizowane w wytypowanym rejonie mapy fizycznej.

W obrebie wyznaczonego rejonu znajduje si¢ pie¢ genow, ktore stanowia
sekwencje o wysokiej wiarygodno$ci oraz  dobrze opisanej strukturze i pozycji
(Tab. 4.11). Catkowita dtugosc¢ tych gendéw to 2,31% analizowanego regionu obejmujacego
577 263 pz. Analiza sekwencji pod wzgledem elementow powtarzalnych ujawnila, Ze
sekwencje rozproszone zajmuja 238047 pz, a 41,24% z nich nalezy do retroelementow.
Zdecydowana wigkszo$¢ tych elementéw reprezentuje klasy retrotranspozonéow LTR,
glownie z podtypow Tyl/Copia i Gypsy/DIRS1 (odpowiednio 18,18% i 19,46%). Znacznie
mniejszy utamek przedziatu, liczacy 741 pz, skladal si¢ z retroelementow klasy LINE.
Szczegotowe informacje odnoszace si¢ do typow sekwencji klasyfikowanych jako
poszczegolne rejony genomu zamieszczono w aneksie (Aneks 2, w pliku Aneks2.docx,
Tab. 1). Nalezy podkresli¢, ze blisko 56% genomu stanowily sekwencje bez adnotacji w

nowej wersji genomu jeczmienia.
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Tabela 4.11. Podsumowanie adnotacji interwatu fizycznego obejmujacego locus rhll.

.. Sumaryczna Czes¢ zajmowanego
Klasa sekwencji dtugos¢ [pz] interwalu [%]

Retroelementy: 217 999 37,8
Transpozony DNA: 20 048 3,5
Proste powtorzenia 3513 0,6
Powtorzenia o niskiej ztozonosci 347 0,1
Satelitarny DNA 158 0,03
Sekwencje kodujace wysokiej 13 352 2,3
wiarygodnosci

Rejon bez adnotacji 321 846 55,7
Suma 577 263 100

Kazdy z genow zlokalizowanych w wybranym przedziale mapy fizycznej zostat
scharakteryzowany na podstawie jego ontologii i porownania sekwencji stosujac algorytm
BLAST, wykorzystano sekwencje biatkowe zdeponowane w bazie Ensembl Plants
z najbardziej prawdopodobnymi ortologami u A. thaliana, O. sativa i B. distachyon
(Tab. 4.12). Analiza ta, razem z informacjami literaturowymi na temat funkcji
ortologicznych gendéw u Arabidopsis, umoizliwila identyfikacje¢ procesow fizjologicznych
i biochemicznych, w ktore geny te mogg by¢ zaangazowane. W przypadku genu
HORVU7Hr1G030220 (MLOC_39064) stwierdzono, ze najprawdopodobniej koduje on
biatko z grupy RTF2 z domeng RING. U A. thalina wykazano, ze mutacja w genie
homologicznym (AT5G58020) powoduje zaburzenia w procesie splicingu. Mutanty
u A. thalina w genie AT5G58020 przejawiaja powazne zaburzenia w procesie
embriognezy i obumierajg zaraz po kietkowaniu (Sasaki i inni, 2015). Bialka z grupy
RTF2 posredniczg roéwniez w procesie terminacji  replikacji. Kolejny gen
HORVU7Hr1G030270 (MLOC_17531) prawdopodobnie koduje czynnik transkrypcyjny
z domeng palca cynkowego z rodziny biatek Kriippel. Biatka nalezace do tej grupy
zaangazowane s3 w rozne procesy rozwojowe m.in. kwitnienie roslin oraz odgrywaja role
w szlaku regulacyjnym zaprogramowanej S$mierci komorki. Z kolei gen
HORVU7Hr1G030280 (MLOC_36656) przypuszczalnie koduje biatko bedace elementem
strukturalnym mate; podjednoski rybosomu. Dla produktu biatkowego genu
HORVU7Hr1G030290 (MLOC_75365) przypisano udziat w polarnej lokalizacji biatek
podczas asymetrycznego podziatu komorki. Z kolei homologi genu HORVU7Hr1G030250
(MLOC_38567) koduja czynniki transkrypcyjne bHLH z aktywnoscig dimeryzacji np.
u A. thaliana i O. sativa. Analizy wskazuje, ze geny HORVU7Hr1G030250 oraz
HORVU7Hr1G030290 sa najbardziej obiecujacymi  kandydatami, jednakze
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nalezy zaznaczyc, iz w przypadku genu HORVU7Hr1G030290
przewidywania byly oparte jedynie na automatycznie przypisanej ontologii, ze

zwzgledu na brak homologicznego biatka u A thaliana.

75



Tabela 4.12. Przypuszczalna funkcja i ortologi pigciu gendow z przedziatu migdzy markerami MLOC 4840 (HORVU7Hr1G030210) i MLOC_35776
(HORVU7Hr1G030300 flankujacymi locus rhll.

. Identyfikator Prawdopodobny ortolog
|dentyfikator genu genu Produkt genu Oryza
- . : . : .
HORV ML OC** Arabidopsis thaliana safiva Brachypodium distachyon
Biatko RTF2 RING-finger
HORVU7Hr1G030220 MLOC_39064 zaangazowane w terminacje AT5G58020 0S06G0183900 BRADI1G47360

replikacji DNA

Czynnik transkrypcyjny bHLH z

HORVU7Hr1G030250 MLOC_38567 Lo .
aktywnos$cig dimeryzacji

AT2G24260 0S06G0184000 BRADI1G47350

Czynnik transkrypcyjny nalezacy

HORVU7Hr1G030270 MLOC_17531 do rodziny Kriippel

AT5G16950 0S01G0258600 BRADI1G47340

HORVU7Hr1G030280 MLOC_36656 Biatko rybosomalne AT5G52370 0S02G0481000 BRADI3G43520

Biatko zaangazowane w
lokalizacje polarng podczas
asymetrycznego podziatu
komorek

HORVU7Hr1G030290 MLOC_75365 brak 0s02g0795200 BRADI1G47330

* Identyfikator HORVU - identyfikator genu wedtug wersji genomu jeczmienia Hv_IBSC_PGSB_v2; ** Identyfikator MLOC - identyfikator genu zgodnie z wersja genomu
jeczmienia 082214vl.
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4.6. Sekwencjonowanie genéow kandydackich i identyfikacja mutacji w genie
HORVU7Hr1G030250

W celu identyfikacji mutacji, ktéra moglaby stanowi¢ podloze zmienionego
fenotypu wszystkie pi¢¢ gendéw kandydackich poddano sekwencjonowaniu u mutanta
rhil.b i jego rodzicielskiej odmiany ‘Karat’. Startery do amplifikacji genow zostaly
zaprojektowane w taki sposob, aby obja¢ calg strukture ekson-intron kazdego genu
(Ryc. 4.6; Aneks, Tab. 10.18; Tab. 10.19). Lacznie przeanalizowano 37 fragmentéw
gené6w o sumarycznej dlugosci 21165 pz. Dodatkowo, procedure amplifikacji
1 dwukierunkowego sekwencjonowania przeprowadzono réwniez dla odmiany ‘Morex’, CO
pozwolito odkry¢ miejsca polimorficzne migdzy mutantem a odmiang, ktore bytly

uzyteczne do analizy sprzezen w populacji mapujacej (Ryc. 4.7).

A B _
1
L, —
- 3 4 T
LI
C —
2
— )
il
L, 1
3 -1
4 !
D E
1
1 —_— )
3 —
4 — > 6 7
— 5 —

Rycina 4.6. Lokalizacja staterow projektowanych w celu sekwencjonowania genéw kandydackich.
A) MLOC_39064 (HORVU7Hr1G030270); B) MLOC_38567 (HORVU7Hr1G030250);
C) MLOC_75365 (HORVU7Hr1G030290); D) MLOC_36656 (HORVU7Hr1G030280);
E) MLOC_17531 (HORVU7Hr1G030270). Numery fragmentow podano zgodnie z aneksem
(Tab. 10.18). Szare prostokaty - eksony, niebieskie linie - introny, zo6tta linia — region upstream
i downstream.
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Tylko w jednym genie, kodujacym przypuszczalny czynnik transkrypcyjny bHLH
(HORVU7Hr1G030250) stwierdzono obecnos¢ mutacji punktowej A>T migdzy
mutantem rhll.b a odmiang ‘Karat’ (Ryc. 4.7; Ryc. 4.8; Aneks 2, Ryc. 1 w pliku
Aneks2.*docx). Zmiana zlokalizowana jest w pozycji 2145 pz od kodonu start w sekwencji
HORVU7Hr1G030250. Sekwencjonowanie fragmentu genu bHLH
(HORVUT7Hr1G030250) dla allelicznych mutantow rhll.a i rhll.c wykazalo obecnos¢
mutacji w tej samej pozycji jak u badanego mutanta rhll.b co $wiadczy o tym, ze sg to
formy pochodzace z tego samego zdarzenia mutacyjnego (Aneks, Ryc. 10.4). Dla zadnego
z pozostatych gendéw kandydackich nie zidentyfikowano réznic pomig¢dzy mutantem

rhil.b, a odmiang ‘Karat’.

HORVU7Hr1G030220

. [ |

HORVU7Hr1G030280

M A8 LUk m
HORVU7Hr1G030270

MMM L) A
HORVU7Hr1G030290
Add A M
HORVU7Hr1G030250
AAL A AR M L A Al I A A ALK chbta

Rycina 4.7. Struktury pigciu pigciu gendw kandydackich zlokalizowanych w docelowym interwale
wokot genu rhll. Szare prostokaty - eksony, niebieskie linie - introny, z6tta linia — region upstream
i downstream, niebieskie / pomaranczowe trojkaty - polimorfizmy SNP / InDel wykryte
w amplikonie migdzy mutantem rhll i odmiang Morex, czerwona strzatka — miejsce mutacji.
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1980 pz 2048 bp

\'%
‘Karat’_F 5" GTTCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCARAGCCA
‘Karat”_R 5" GTTCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCARAGCCA

rhil.b_mutant_F 5" GTTCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCARAGCCA
rhil.b_mutant_R 5" GTTCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCARAGCCA
—

41 pz
‘Karat’_F GCACCCGTTCGAACCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
‘Karat”_R GCACCCGTTCGAACCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
rhll.b_mutant_F GCACCCGTTCGARCCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
rhll.b_mutant R GCACCCGTTCGARCCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
82 pz
'_,_P|
‘Karat’_F CGTGGAATGAAATGCRGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCAAGATGAT 3’
‘Karat”_R CGTGGAATGARATGCRGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCARGATGAT 3"
rhllb_mutant F CGTGGAATGARAATGCRGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCAAGATGAT 3
rhil.b_mutant R CGTGGAATGARATGCGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCARGATGAT 3"
N AN
2145 pz 2654 pz

Rycina 4.8. Poréwnanie fragmentu sekwencji genu HORVU7Hr1G030250 dla mutanta rhil.b
i jego odmiany wyj$ciowej ‘Karat’. Zmieniony allel zawiera mutacje punktowa A->T. Zotty kolor
reprezentuje eksony szosty i siodmy, czerwone podkreslenie wyznacza miejsce mutacji.

4.7. Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna kandydata HORVU7Hr1G030250

Gen HORVU7Hr1G030250 (Hvrhll) ma dtugos¢ 2654 par zasad i zawiera siedem
eksonow kodujacych biatko (363 pz, 75 pz, 159 pz, 66 pz, 65 pz, 69 pz i 390 pz), ktore
stanowig 1187 pz calej sekwencji (Ryc. 4.9) Gen koduje biatko sktadajgce si¢ z 396
aminokwasow. Analiza jego sekwencji biatkowej pozwolita na identyfikacj¢ domeny
charakterystycznej dla czynnikow transkrypcyjnych z rodziny bHLH. Gtéwna domena
bialek bHLH obejmuje okoto 50-60 aminokwasow i jest wysoce konserwowanym
motywem, zbudowanym z dwoch amfipatycznych a-helis odseparowanych petlag. Motywy
a-helisy odpowiedzialne sg za formowanie heterodimeréw pomiedzy biatkami bHLH, co
jest warunkiem wstepnym do wigzania czasteczek biatek z DNA. W strukturze biatek
PHLH mozna wyrézni¢ domeny C- i N-terminalng. Koniec N-terminalny zaangazowany
jest w kontakt z DNA. Wiele biateck bHLH posiada charakterystyczna konfiguracje
aminokwsoéw (H-E-R His-Glu-Arg) w pozycjach 5, 9, i 13, ktore prawdopodobnie sg
zaangazowane w kontakt z kwasem nukleinowym (Heim i inni, 2003). Konserwowane
pozycje zostaly réwniez znalezione w  bialku kodowanym przez gen
HORVU7Hr1G030250. Ponadto, w biatkowej sekwencji HORVU7Hr1G030250
zidentyfikowano dodatkowg konserwowang domen¢ LRL (Ryc. 4.9). Zgodnie

doniesieniami literaturowymi, domeny te zostaty opisane jako istotne dla procesu regulacji
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ekspresji genéw przez biatka bHLH, w zwigzku z czym s3 wazne dla prawidtowego

funkcjonowania tych biatek (Heim i inni, 2003).

gen
ATG
L1 El E2 E3 E4 E5 Eé6 E7
5’ I “’

1

-332 <- 325 pz 787 p2, 1860 pz, /26T pz | 2371 pz

biatko

Co fes

Rycina 4.9. Struktura genu HORVU7Hr1G030250 i schemat domen biatka HORVU7Hr1G030250.
Niebieskie pola i linie reprezentuja odpowiednio eksony i introny. Czgs¢ eksonu 2 i 4 oraz eksonu 3
koduje domen¢ bHLH. Cze$¢ eksonu 7 koduje domeng¢ LRL. L1 — motyw sekwencji box-like
5'-TAAATGT-3. N, C- odpowiednio region N i C terminalny biatka.

Biatko kodowane przez gen HORVU7Hr1G030250 wykazuje 83% identycznosci
sekwencji z biatkiem kodowanym przez gen BRADI1G47350 u B. distachyon i 72%
identycznosci sekwencji z produktem genu OS06G01840000 u O. sativa. Ponadto
wykazuje wysokie podobienstwo sekwencji do AtLRL1 (At2g24260), AtLRL2
(At4g30980), AtLRL3 (At5g58010 ) AtLRL4 (At1g03040) i AtLRL5 (At4g02590), ktore
naleza do dwoch grup antagonistycznie dziatajacych regulatorow rozoju wiosnikow
u Arabidopsis (Breuninger i inni, 2016). Biatko bHLH kodowane przez gen Hvrhll jest
najbardziej podobne do podrodziny bHLH XI Arabidopsis, zgodnie z klasyfikacja Heima
i innych (2003), ktora odpowiada 17 podrodzinie z klasyfikacji Toledo-Ortiza i innych
(2003) (Ryc. 4.10).

Dodatkowo, analiza sekwencji promotorowej genu HORVU7Hr1G030250
pozwolita na znalezienie motywu oznaczonego L1 typu box-5-TAAATGT-3 w regionie
-332 do -325 pz przed eksonem pierwszym (Aneks 2, Ryc. 1 w pliku Aneks2.*docx). Ten
typ motywu jest obecny w promotorach gendéw Arabidopsis: At2924260 AtLRL1 i
At4g30980 AtLRL2 i jest rozpoznawany przez czynnik transkrypcyjny GL2, biorgcy udziat

w wytwarzaniu wzoru epidermy (Lin i inni, 2015).
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100100At_NP_001320095 XI -~———> A, thaliana bBHLH69 (AtLRL2)
98/100 At_CAA18195.1 |7 3
sa.6/100At_NP_180003.1 X] e A. thaliana bBHLH66 (A’LRLI)

jeang At_AADO03387.1 |7
100/100 100/100At_NP_200609.1 X ——> A. thaliana bHLH66 (AtLRL3)
ot Lucmain . Lotus japonicus LiRHLI

nsmd  wonea HVRhIL > Hordeum vulgare HvRhil

Os_BAD72512.1 > Oryza sativa OsRHLI
99,2100 Os_BAD29274.1
Os_AAP44685.1
99.97100 ss2100At_NP_567245.1 X1 A. thaliana bBHLHS59 (AILRL5)
— At_CAB80752.1 17
99.2n00A_NP_563672.1 XI > A. thaliana bBHLH7 (AtLRLA4)

At_AAD25805.1 17

Ryc. 4.10. Drzewo filogenetyczne skonstruowane metoda najwigkszej wiarygodnosci
przedstawiajace fragment klastra obejmujacego podrodzing XI (17) biatek bHLH. Biatko bHLH
kodowane przed gen HORVU7Hr1G030250 (Hvrhll) zostato zgrupowane w tej samej grupie, co
pig¢ biatek LRL Arabidopsis: AtLRL1, AtLRL2, AtLRL3, AtLRL4 i AtLRLS. Liczby znajdujace
si¢ po prawej stronie od identyfikatorow biatek wskazuja przynalezno$¢ biatka Arabidopsis do
podrodziny XI wedtug Heima i innych (2003) (fioletowy) lub podrodziny 17 wg. Toledo-Ortiza
i innych (2003) (niebieski). Ocena istotnosci statystycznej drzewa opisana na weztach
poszzegolnych ktadow, obliczona na podstwie testow SH-aLRT support (%) / ultrafast bootstrap
support (%) (UFboot). Procent poparcia SH-aLRT > 80% i UFboot > 95%pozwala przypisac
otrzymanemu weztowi duze prawdopodobienstwo. At - Arabidopsis thaliana, Os - Oryza sativa,
Hv - Hordeum vulgare, Lt - Lotus japonicus.

4.7.1. Analiza in silico miejsca mutacji i okreslenie jej potencjalnego wplywu na
proces splicingu oraz strukture¢ syntetyzowanego bialka.

Bioinformatyczna analiza wykazala, ze zidentyfikowana mutacja jest
zlokalizowana w miejscu opisanym jako konstytutywna sekwencja istotna dla procesu
wycinania intronow. W wyniku transwersji A>T prawdopodobnie dochodzi do utraty
miejsca akceptorowego, co z kolei moze wptywac na prawidlowe zajécie procesu sktadania
eksonéw. Zatrzymanie ostatniego intronu w sekwencji mRNA u mutanta skutkuje zmiang
w dhugo$¢ i sekwencji dojrzalego mRNA. W celu udowodnienia tego przewidywania,
region obejmujacy cze$¢ piatego i siddmego eksonu genu bHLH zostat zamplifikowany
przy wykorzystaniu jako matrycy genomowego DNA oraz cDNA uzyskanego z korzeni
mutanta rhl1.b oraz odmiany ‘Karat’ (Ryc. 4.11; A). U mutanta rhl1.b zaobserwowano, ze
produkt PCR wytworzony z matrycy cDNA byt dtuzszy o 98 pz, w poréownaniu do
odmiany ‘Karat’, podczas gdy produkty uzyskane na matrycy genomowego DNA byly
identyczne u obu form (Ryc. 4.11; B). Wynik ten wskazuje, ze mutacja rzeczywiscie
prowadzi do retencji ostatniego intronu, co zmienia strukture mRNA bHLH u mutanta.

Wynik potwierdzono poprzez sekwencjonowanie fragmentu genu HORVU7Hr1G030250
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uzyskanego na matrycy genomowego DNA oraz cDNA, otrzymanego przez amplifikacje
z uzyciem starterow zakotwiczonych w cksonie 1 oraz eksonie 7 badanego genu
(Ryc. 4.12).

B

E S E 3
ATG EM Jige e
= c Z Z
El E2 E3 E4 ES E6 E7 *% % % %0

B
- I H‘ 400 pz ™= -

> < -k -
-
100 pz

Rycina 4.11. Analiza wplywu mutacji na proces splicingu. A) Struktura genu
HORVU7Hr1G03025. Miejsca przylaczania starterow zastosowanych podczas analizy oznaczono
czerwonymi strzatkami. Niebieskie pola i linie reprezentuja odpowiednio eksony i introny.
B) Wizualizacja specyficznego produktu po reakcji PCR z uzyciem starteréw flankujacych,
obejmujgcych czes¢ piagtego i siddmego eksonu sekwencji HORVU7Hr1G030250. Oczekiwane
rozmiary produktéw PCR to 328 pz dla gDNA mutanta Karat i rhll.b, 126 pz dla cDNA Karata
i 223 pz dla cDNA mutanta rhll.b.
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ckson 6
I

Karat gDNA 5 GTTCTGAGCATGAGCCGGCTGGGCGEGECGGECCGETATGGCGCCGCTGETGGCCAG
Rhllb_mutant_ gDNA 5" GTTCTGAGCATGAGCCGGCTGEECGEGECEGECCGETATGECGCCGCTGGTGGCCAG
Rhllb mutant cDNA 5 GTTCTGAGCATGAGCCGECTGGECGEEGECEECCEETATGECECCEGCTGETGECCAG
Karat cDNA 5" GTTCTGAGCATGAGCCGGCTGGEGCEEGECGECCGETATGECECCGCTGETGECCAG

e do e e d e vk e e ok g ok e ok d o v ok vk o vk o ok e ok o o ok d i o o ok ok o ok o ok A ok o o e ok ke e ok

1980 bp ckson 6

N W
| |
Karat_ gDNA CATGTCCTCCGAGGTAGGGGTACTCARAGCCAGCACCCGTTCGAACCTACGTAATA
Rhllb mutant cDNA CATGTCCTCCGAGGTAGGGGTACTCARAGCCAGCACCCGTTCGAACCTACGTAATA
Rhllb_mutant_ gDNA CATGTCCTCCGAGGTAGGGGETACTCARAGCCAGCACCCGTTCGAACCTACGTAATA
Karat cDNA CATGTCCTCCGRAG———————————— ===~ — ————
2 & & 5 4SS S
2048 bp \1,
Karat gDNA ACTTARGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGACGTGGRATGARAATCCHE
Rhllb_mutant_cDNA ACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGACGTGGRATGARATGCER
Rhllb mutant gDNA ACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGACGTGGAATGARAATGCER
Karat_ ¢cDNA 0 & ————— ==
ckson 7 A
2145 bp
| . |
Karat_gDNA GCGRACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGEARCAGCGCGGCGECCECEEEE
Rhllb mutant cDNA GCGRACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGEARCAGCGCGGCGECCECEEEE
Rhllb mutant gDNA GCGRACAGCAGCGCGAAGAGCAGCARACGGCGGCGGEARCAGCGCGGCGECCGECEELE
Karat cDNA GCGRAACAGCAGCGCGARGAGCAGCAACGGCGGECGGEARCAGCGCGGLGGCCELGELE
e e e e e e de v de e i ok g ok e i ke g ok o ok ok dke vk ok ok e dk o ok d i o i ok ale ok ok ok ok de ok g o e ok ke o ok
ekson 7
[ . 1
Karat gDNA GCCRAGGCGRACGGCGGEAGECGAGAGCGEEEGCEGTGEAGGEEECGECEGECTECEEG
Rhllb mutant cDNA GCCAAGGCGAACGGCGGAGGCGAGAGCGEEEECEETGEAGGEEEECGECEEECTGLGER
Rh11lb_mutant_gDNA GCCAAGGCGAACGGCGGAGGCGAGAGCGEEEECGGETGEAGGEGECGECEGECTGCGER
Karat cDNA GCCRAGGCGRACGGCGGEAGGCGAGAGCGEEEGCEGETGEAGGEEECGECEEECTECGER
e e e e e b e i ok i ok e i ok T ok o ok ok B ok ke ke ok ke ok o i ok g o o i o ok e o ok ok b o o e o b e o o o ok ok
ekson 7
[ J' \
Karat_gDNA TGAGGGCTGCGGGTGACGGA (...) CCGGCGCCGCGTCCGGCGEGAAGCCCHEE 37
Rhllb_mutant_cDNA TEAGGGCTGCGGGTGACGGA (...) CCGGCGCCGCGTCCGGOGEGARGCCGTGA 37
Rhllb mutant gDNA TEAGGGCTGCGGGTGACGGA (...) CCGGCECCECETCCGECGEGARGCCGTGE 3
Karat_cDNA TGAGGGCTGCGGGTGACGGA (...) CCGGCGCCGCGTCCGEC6EGAAGCCCE 3
A A EEE AT E A AT A A A AT A A A A AT AT AT AEA AT A A A A A A A AT A AT AT A A koo bhd
A
223 bp 2654 bp

Rycina 4.12. Pordéwnanie czesSci sekwencji genomowego DNA oraz c¢DNA genu
HORVU7Hr1G030250 obejmujacych ekson 6, intron 6 i ekson 7 mutanta rhl1.b i jego odmiany
wyjsciowej ‘Karat’. Zmutowany allel zawiera pojedyncza zmiang pary zasad A>T (oznaczona
czerwong strzalka) zlokalizowang w miejscu akceptorowm wyrdznionym czerwonym kolorem.
Miejsce donorowe oznaczono kolorem pomaranczowym. Niebieski kolor reprezentuje
przedwczesny kodon STOP w sekwencji genu u mutanta. Kolor zielony wskazuje prawidlowy
kodon STOP w genie odmiany 'Karat'. Linia przerywana przedstawia wycigty intron u odmiany
‘Karat’.

Zatrzymanie intronu w dojrzaltym mRNA moze skutkowaé¢ powstawaniem
nieprawidlowego biatka. Analiza in silico przeprowadzona za pomocag narz¢dzia do

translacji w portalu ExPASy umozliwita wykrycie mozliwych otwartych ramek odczytu
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dla sekwencji mRNA u mutanta rhl1.b oraz jego formy wyjsciowej ‘Karat’. Stwierdzono,

ze zidentyfikowana mutacja moze powodowaé przesunigcie ramki odczytu prowadzace do

nieprawidtowej syntezy 71 aminokwasow i powstania przedwczesnego kodonu STOP

w pozycji 116 pz od poczatku sibdmego eksonu w transkrypcie mutanta rhil.b (Ryc. 4.13).

W rezultacie, przewidywane bialko jest krotsze o 58 aminokwasow, ponadto nie ma

prawidiowej sekwencji domeny LRL, ktora jest obecna w biatku odmiany ‘Karat’

(Ryc. 4.14). Zmiana w strukturze biatka bHLH moze wplywaé na jego aktywnosc

1 w konsekwencji uniemozliwia¢ tworzenie prawidtowego wzoru ryzodermy, prowadzac

do braku wto$nikéw u mutanta rhil.b.

Karat
rhll mutant

Karat
rhll mutant

Karat

rhl1l mutant

Karat

rhll mutant

Karat

rhll mutant

Karat

rhll mutant

Karat
rhll mutant

63

125

186

248

307

348

MAGGDGGGGGGAQDDFFDOMLSTLPSAWGDLGAGGKSPWE IAAGAEDLGAFDESALLASRLE
MAGGDGGGGGGAQDDFFDOMLSTLPSAWGDLGAGGKSPWE IAAGAEDLGAFDESALLASRLR

A I F TR T I LA A A AT LA A A LA AT A A A A A A A A A b b T A d bbbk b rrhk bbb bbb bbb dw

QHQIGGEKPVMLOLTDLOROGLGEETGGTGEFSPLPLFADRSPPQSREEMDGGFKSPNGTGGD
QHQIGGEKPVMLOLTDLORQGLGEETGGTGFSPLPLFADRSPPQSREEMDGGFKSPNGTGGD

Ak rAd F kA bk d A b r A A bbbk r b d A b bbb hkhb bbbk d b A h bbbk bk dr hh b bbbk d b h b dh bk

HALFNGFGVHGGAAAVOPTFGQGGSMSGQSFGGGPAASGGTTAPAS SGGGGAAPPRQTRVRA
HALFNGFGVHGGAAAVOPTFGQGGSMSGQSFGGGPAASGGTTAPASSGGGGAAPPRQTRVRA

Ak rAd F kA bk d A b r A A bbbk r b d A b bbb hkhb bbbk d b A h bbbk bk dr hh b bbbk d b h b dh bk

domena leLH
( . 1
RRGQATDP L.SM
RRGQATD L.SM

AR A A A A A A A AT A A A A A A A A A A A A A A A A AN AT A A A A A LA AA A A A AT A A A A A A A A A AN

SRLGGRAGMAPLVASMSSEANSSAKSSNGGGNSAARAAAKANGGGE SGGGGGGGGLRVT
SELGGAAGMAPLVASMSSEVGVLKASTRSNLRNNLSCRSLCPEARRRGMKCWRTAARRA

S S S & & RS EEEEEEESES] * *

dnmjena LRL

l

SATTTTTSPASLLARQAVRPAST
ATAAGTARRPRRPRRTAEARAGAVEGAAGCG

AAATASANGGEDAAARPVKVDAGAASGGKP

Rycina 4.13. Wyniki analizy in silico mozliwego wptywu mutacji w genie HORVU7Hr1G030250
na syntetyzowane biatko. Porownanie sekwencji biatka u odmiany wyjsciowej ‘Karat’ z biatkiem

mutanta rhll.b. Identyczne aminokwasy oznaczono gwiazdkami. Domeny bHLH i LRL sa
oznaczone odpowiednio kolorem zielonym i fioletowym.
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Karat_RORVUTHr16030250
rhll.b. _HORVUTHr1G030250

050690184000 6
At 2924260 q
At4g30980 G
At5g58010 G
At1g03040 6
At4g02590 G
0s06g0184000_1 G
BRADI1G47350 g

Rycina 4.14. Wyniki analizy in silico mozliwego wpltywu mutacji w genie HORVU7Hr1G030250 na syntetyzowane biatko. B) Porownanie domen bHLH
i LRL genu HORVU7Hr1G030250 u odmiany ‘Karat’, mutanta rhll.b oraz homologicznych biatek A. thaliana, O. sativa i B. distachyon. Przewidywana
sekwencja biatka mutanta rhl1.b ma niepoprawng sekwencje aminokwasoéw (niebieskie litery) w regionie, ktory odpowiada domenie LRL w biatku u odmiany
‘Karat’. Szare gwiazdy - konserwowane reszty aminokwasowe, ktore sg wazne dla kontaktu biatka z nukleotydami w DNA.
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4.8. Weryfikacja ko-segregacji genu kandydackiego Hvrhll z fenotypem strefy
wlosnikowej korzeni

W celu wstepnej weryfikacji czy gen kodujacy biatkko bHLH moze by¢
odpowiedzialny za bezwlosnikowy fenotyp mutanta, wykonano analiz¢ segregacji alleli
tego genu w populacji mapujacej, stosujac dwa podejScia. Pierwsza analiza zostata oparta
na procedurze EcoTILLING ukierunkowanej bezposrednio na miejsce mutacji
A>T w genie kandydujacym. Procedura ta zostata przeprowadzona dla 96 osobnikow
pokolenia F, o bezwlosnikowym fenotypie z populacji mapujacej rhll.b x ‘Morex’.
Dodatkowo sposrod 96 analizowanych osobnikoéw wybrano losowo szes¢ roslin, ktorych
produkty reakcji poddano sekwencjonowaniu, celem sprawdzenia poprawnos$ci analiz przy

uzyciu procedury ECOTILLING. Stwierdzono peing ko-segregacje

fenotypu i homozygotycznego stan mutacji (Ryc. 4.15).
KARAT F GCGTCGACGTGGAATGAAATGLAGGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
KARAT R GCGTCGACGTGGAATGAAATGFAGGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
1F GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
2F GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
3F GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
4F GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
5F GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
6F GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGE
1R GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
2R GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGE
3R GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
4R GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGE
5R GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGG
6R GCGTCGACGTGGAATGAAATGETEGCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGCGGCGGE

b S i i L S i i i i i i i

Ryciana 4.15. Porownanie sekwencji pomi¢dzy odmiang ‘Karat’, a losowo wybranymi ro$linami
0 fenotypie bezwlosnikowym (1 - 6) dla fragmentu genu HORVU7Hr1G030250 obejmujacego
mutacje A>T, dla wszystkich osobnikow potwierdzono stan homozygotyczny mutacji. Pozycja
mutacji oznaczona czerwong ramka.

Ponadto, przeprowadzono sekwencjonowanie fragmentu obejmujacego mutacje A>T dla
siedmiu wczesniej wytypowanych podwojnych rekombinantow migdzy genem rhil
a markerami SSR. Sekwencjonowanie potwierdzito obecno$¢ mutacji w stanie

homozygotycznym dla wszystkich rekombinantéw (Ryc. 4.16).
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KARAT_F GCGTCGACGTGLAATGAAATG AGLTGAAC AGCAGCGCGAAGAGCAGC AAC GLLGLLGGG
KARAT_R GCGTCGACGTGGAATGAAATGC AGLC GAACAGCAGCGCGAAGAGCAGC AAC GLLGGEGGG
1REK_F GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
2REK_F GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
IREK_F GCGTCGACGTGLAATGAAATG TORCGAAC AGCAGCGCGAAGAGCAGC AAC GLLGLCGGG
4REK_F GLGTCGACGTGGAATGAAAT G TR GAACAGCAGC G GAAGAGCAGC AAC GGLGGELGGEG
SREK_F GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
EREK_F GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
1REK_R GCGTCGACGTGGAATGAAATG TGRCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGC AAC GGLGLCGGG
2REK_R GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
IREK_R GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
4REK_R GCGTCGACGTGLAATGAAATG TORCGAAC AGC AGCGCGAAGAGCAGC AAC GLLGLGIGGGE
SREK_R GCGTCGACGTGLAATGAAATG TGRCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGC AAC GLLGLCGGG
GREK_R GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG
7REK_R GCGTCGACGTGGAATGAAATEC TGRCGAACAGC AGCGLGAAGAGCAGC AACGLGLGGCGGLG

e e ¥ e o o o o o o e o o e o o

Ryciana 4.16. Porownanie sekwencji pomi¢dzy odmiang ‘Karat’, a siedmioma podwéjnymi
rekombinantami (1 - 7) dla fragmentu genu HORVU7Hr1G030250 obejmujacego mutacje A>T,
dla wszystkich osobnikéw potwierdzono stan homozygotyczny mutacji. Pozycja mutacji oznaczona
czerwong ramka.

W drugim podejsciu analizie poddano polimorfizm In/Del, zidentyfikowany
pomiedzy mutantem rhll.b a odmiang ‘Morex’. Polimorficzne miejsce znajduje si¢
w czwartym intronie genu kandydackigo Hvrhll, 728 pz powyzej mutacji, a roéznica
w dhugosci pomiedzy produktem PCR uzyskiwanym na matrycach DNA genotypow
rodzicielskich wynosi 5 nukleotydow. Segregacje tego polimorfizmu zanalizowano
w 1472 roslinach pokolenia F, wykorzystywanych wcze$niej w tworzeniu mapy
genetycznej (Tab. 4.13). Wszystkie osobniki charakteryzujace si¢ zmutowanym fenotypem
wykazywaly ten sam homozygotyczny genotyp dla miejsca markera In/Del, tak jak
u mutanta rhll1.b, podczas gdy osobniki z prawidlowo rozwijajacymi si¢ wlosnikami byty
heterozygotyczne lub homozygotyczne jako odmiana ‘Morex’. Uzyskana segregacja byta
godna z oczekiwanym stosunkiem rozszczepien 1:2:1, potwierdzonym przez warto$¢

2,571 w tescie x*1: 2: 1.

Tabela 4.13. Analiza segregacji markera In/Del w intronie genu kandydackiego
HORVU7Hr1G030250 w populacji 1472 roslin pokolejnia F, rhl1.b x ‘Morex’.

Locus Klasa genotypowa ?

a h b c X
rhll 393 0 0 1079 0 0,99
HORVU7Hr1G030250 393 710 364 O 0 257

a - homozygota jak mutant rhll.b; b - homozygota jako odmiana ‘Morex’; ¢ - genotyp inny niz "a";
h - heterozygota; X - brakujace dane

Oprocz powyzszych analiz, przeprowadzono takze genotypowanie pozostatych
czterech genéw kandydackich z wytypowanego przedziatu na mapie fizycznej. W tym celu

wybrano wszystkie bezwlosnikowe osobniki pokolenia F,, wykazujace co najmniej jedno
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zdarzenie rekombinacji miedzy genem Hvrhll i markerami MLOC_35776 lub
MLOC_4840, ktore flankuja gen kandydacki. Ogotem znaleziono 21 takich osobnikow.
Genotypowanie oparto o wybrane zmiany SNP lub In/Del zidentyfikowane miedzy
mutantem rhll.b a odmiang ‘Morex’ w kazdym z genéw kandydackich. Zidentyfikowano
dwa osobniki F;, charakteryzujace si¢ zdarzeniami podwdjnej rekombinacji miedzy locus
rhll i genami znajdujacymi si¢ po jego obu stronach w najblizszej odleglosci w przedziale
fizycznym, tj. genem HORVU7Hr1G030270 (kodujacym czynnik transkrypcyjny
z rodziny biatek Kriippel) i HORVU7Hr1G030220 (kodujacym biatko z domeng RING
(Ryc. 4.17). Dodatkowo, cztery inne rosliny byty pojedynczymi rekombinantami mi¢dzy
genami  HORVU7Hr1G030270 i rhll. W przypadku dwoch innych  loci:
HORVU7Hr1G030280, ktory koduje rybosomalne biatko S34 1 HORVU7Hr1G030290,
odpowiedzialnym za polarng lokalizacj¢ biatek podczas asymetrycznego podziatu
komorki, zaobserwowano identyczny wzor segregacji dla wszystkich 21 osobnikéw, jak
w przypadku flankujacego markera MLOC 35776 (HORVU7Hr1G030300) (Ryc. 4.17).
Obserwacja ta pokazuje, ze wszystkie te loci znajdujg si¢ poza punktami rekombinacji
zlokalizowanymi z obu stron genu rhll. Biorgc pod uwage wszystkie powyzsze analizy,
gen HORVU7Hr1G030250 kodujacy przypuszczalny czynnik transkrypcyjny bHLH jest
najlepszym 1 najsilniejszym kandydatem odpowiedzialnym za brak wtosnikow u mutanta
rhll.b.

88



Rekombinanty F, pomiedzy flankujacymi loci HORVU7Hr1G030210 i/lub
HORVU7Hr1G030300, a genem rhi1.

HORVU ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

(MLOC_4840)
HORVU7Hr1G030210

HORVU7Hr1G030220

MLOC_4840

10370 (3 o752

12.5 — rhl1 rhi1
HORVU7Hr1G030250
HORVU7Hr1G030270
HORVU7Hr1G030280
HORVU7Hr1G030290

14.0 — ™~ MLOC_35776 PR
- HORVU7Hr1G030300

Rycina 4.17. Wyniki genotypowania podwdjnych i pojedynczych rekombinantéw F, zidentyfikowanych dla rejonu genu rhll otoczonego markerami
MLOC 4840 i MLOC 35776 (zaznaczonymi na zielono). Genotypowanie byto wykonalne dla wszystkich genow zlokalizowanych w fizycznym interwale
pomigdzy flanujacymi markerami. h - heterozygota, a — homozygota, jak mutant rhll.b. Gen kandydacki HORVU7Hr1G030250 (Hvrhll) zaznaczono na
z6lto.
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4.9. Analiza sekwencji genu HORVU7Hr1G030250 u bezwlosnikowego mutanta brb

We wezesniejszych pracach Katedry Genetyki US wykazano, ze geny warunkujace
bezwlosnikowy fenotyp spontanicznego mutanta brb, pochodzacego z odmiany ‘Pallas’ oraz
mutanta rhll, sa alleliczne (Chmielewska, 2014). Dlatego tez genomowg sekwencj¢ genu
HORVU7Hr1G030250 analizowano réwniez u mutanta brb oraz odmiany ‘Pallas’, lecz nie
wykryto mutacji w formie brb w Zadnym 2z eksondéw ani intronéw genu
HORVU7Hr1G030250 (Ryc. 4.18). Z tego powodu analiza sekwencji zostata rozszerzona na
4474 pz powyzej 1 1882 pz ponizej regionu CDS genu, ale ponownie ich analiza nie wykazata
zadnych roznic migdzy mutantem brb i odmiang ‘Pallas’ (Aneks 2, Ryc. 2 w pliku
Aneks2.docx).

1980 bp 2048 bp
\ W
“Pallas’ F 5’ GTTCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCAAAGCCA
‘Pallas’ R 5’ GITCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCAAAGCCA
brb_mutant F 5’ GTTCTGTCAGGTTCTGA (..) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCAAAGCCA
brb_mutant R 5’ GTTCTGTCAGGTTCTGA (...) GTGGCCAGCATGTCCTCCGAGGTAGGGCTACTCAAAGCCA
l_T_l
41 bp
“Pallas’ F GCACCCGTTCGAACCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
‘Pallas” R GCACCCGTTCGAACCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
brb_mutant F GCACCCGTTCGAACCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
brb_mutant R GCACCCGTTCGAACCTACGTAATAACTTAAGTTGCCGTTCACTGTGTCCTGAGGCGCGTCGA
82 bp
f_iﬁ

‘Pallas” F CGTGGAATGAAATGCAGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCAAGATGAT 3"
‘Pallas” R CGTGGAATGAAATGCAGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCAAGATGAT 3’
brb_mutant F CGTGGAATGAAATGCAGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCAAGATGAT 3"
brb_mutant_R CGTGGAATGAAATGCAGGCGAACAGCAGCGCGAAG (...) GCAGCAGGTGGCCAAGATGAT 3’

N N

2145 bp 2654 bp

Rycina 4.18. Porownanie fragmentu sekwencji genu HORVU7Hr1G030250 dla mutanta brb i jego
odmiany wyijsciowej ‘Pallas’. Zotty kolor reprezentuje eksony szosty i siodmy. Pelna analizowana
sekwencje genu HORVU7Hr1G030250 wraz z badanym regionem powyzej i ponizej CDS genu
znajduje si¢ w Aneksie 2, (Ryc. 2 w pliku Aneks2.docx).

Ze wzgledu na brak zidentyfikowanej mutacji w genie HORVU7Hr1G030250
u mutanta brb, sekwencjonowaniu poddano pozostate cztery geny, zlokalizowane w rejonie
wyznaczonym przez markery flankujace locus rhll. Podobnie jak w przypadku genu
HORVU7Hr1G030250, sekwencje wszystkich pozostalych gendéw byly identyczne migdzy
mutantem brb i odmiang ‘Pallas’ (Aneks 2, Ryc. 3 w pliku Aneks2.docx).
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4.10. Analiza ekspresji potencjalnego genu kandydackiego HORVU7Hr1G030250
w trzech strefach korzenia

W celu proby weryfikacji mozliwego udziatu genu HORVU7Hr1G030250 w procesie
tworzenia wilosnikow przeprowadzono analize¢ jego ekspresji w trzech sekcjach korzenia.
Kazda sekcja obejmowala 1 mm odpowiedniego segmentu korzenia tzn: strefy
wierzchotkowej korzenia (1), strefy elongacyjnej ze strefa roznicowania (2) i strefy
wiosnikowej (3). W przypadku odmiany ‘Karat’ najnizszy poziom ekspresji genu
HORVU7Hr1G030250 zaobserwowano w strefie wierzchotkowej korzenia. Poziom ekspresji
znacznie zwigkszyl si¢ (P<0,001) w strefie elongacji i roznicowania i pozostat na podobnie
wysokim poziomie w strefie wlosnikowej (Ryc. 4.19). Obserwacja ta wskazuje, ze istnieje
zwigzek miedzy ekspresja genu kandydackiego, a tworzeniem si¢ wlosnikow. U mutanta
rhll.b poziom ekspresji genu HORVU7Hr1G030250 byt 3-krotnie, 12-krotnie i 50-krotnie
nizszy odpowiednio w strefach 1, 2 i 3, w poréwnaniu z odpowiednimi strefami odmiany
‘Karat’. Ponadto, gdy ekspresje genu-kandydata pordwnywano wytacznie pomiedzy trzema
strefami korzeni mutanta rhll.b, nie zauwazono rdéznic statystycznych migdzy nimi
(P> 0,05, Ryc. 4.19).

Przeprowadzono réwniez analize¢ poziomu ekspresji genu kandydackiego w trzech
strefach korzenia dla mutanta brb oraz jego odmiany wyjsciowej. W odmianie ‘Pallas’
zaobserwowano podobny wzor ekspresji, jak odmiany ‘Karat’, chociaz poziom ekspresji byt
nizszy w genotypie ‘Pallas’. W przypadku mutanta brb ekspresja genu kandydackiego byta
znacznie nizsza niz w jego odmianie wyjSciowej, a w pierwszej i trzeciej strefie korzenia byta
na podobnym poziomie jak u mutanta rhl1.b. Statystycznie istotny (P<0,01) wzrost ekspresji
genu zaobserwowano jedynie w strefie wydluzenia w porownaniu ze strefg wierzchotkowsg
I wlosnikowg korzeni, lecz w kazdej strefie ekspresja geneu HORVU7Hr1G030250 u mutanta

brb byta istotnie nizsza niz w odmianie wyjsciowej ‘Pallas’ (Ryc. 4.19).
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Ln

L

wig ledny poziom ekspresji
Y
—

A BB Feed | B H

T
Karat Karat Karat rhl rhi rhl  Pallas Pallas Pallas  brb brb brb
strefa 1strefa 2 strefa 3 strefa 1strefa 2 strefa 3 strefa 1strefa 2 strefa 3 strefa 1 strefa 2 strefa 3

Rycina 4.19. Wzgledny poziom ekspresji kandydackiego genu HORVU7Hr1G030250 w trzech
strefach korzenia oznaczony dla odmian ‘Karat’ i ‘Pallas’ oraz mutantow rhll.b i brb. Poziom
ekspresji genow dla kazdej strefy korzeniowej okreslonego genotypu (Pallas, Karat, rhll.b, brb) zostat
znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji w strefie apikalnej w odmianie Karat gdzie przyjeto
warto$¢ rowna 1. Czarne gwiazdki wskazuja na istotne réznice migdzy mutantami i ich odmianami
wyjsciwymi w odniesieniu do odpowiednich stref korzeniowych. Zielone krzyzyki wskazujg na istotne
roéznice miedzy strefa 1 a strefg 2 lub 3 w obrebie pojedynczego genotypu. *** P<0,001; ** P<0,01;
* P> 0,05. ### P<0,001; ## P<0,01; #P> 0,05.

4.11. Analiza ekspresji wybranych genéw potencjalnie zaangazowanych w inicjacje
procesu morfogenezy wlosnikow u jeczmienia

Ze wzgledu na fakt, ze w toku prowadzonych prac uzyskano kontrowersyj wynik: brak
mutacji w genie kandydackim migdzy mutantem brb a odmiang ‘Pallas’, przy jednoczesnym
wyniku wskazujacym na alleliczno$c mutantéw brb i rhl1l.b, postanowiono sprawdzi¢, jaki
jest poziom ekspresji wybranych gendéw bedacych prawdopodobnymi bezposrednimi lub
posrednimi genami docelowymi dla czynnika transkrypcyjnego bHLH, kodowanego przez
gen HORVU7Hr1G030250 niosacy mutacje u formy rhil.b. W tym celu wytypowano geny
opisane jako potencjalnie zaangazowane w proces rozwoju wilosnikow korzeniowych
u jeczmienia na podstawie globalnej analizy transkryptomu mutanta rhll.a i jego formy

wyjsciowej ‘Karat” (Kwasniewski i inni, 2010), (Metody, Tab. 3.1).
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Profil ekspresji analizowanych genow byt zblizony u obu odmian tzn. ‘Karat’
i ‘Pallas’ (Ryc. 4.20). Najnizszy poziom ekspresji wszystkich gendéw zaobserwowano
w strefie wierzchotkowej korzenia. Poziom ten znacznie zwickszyt si¢ w strefie elongacji
i roznicowania oraz W strefie wlosnikowej. Zaobserwowano, ze w przypadku obu mutantow
rhil.b i brb poziom ekspresji wszystkich analizowanych gendéw byl istotnie nizszy
odpowiednio w strefach 1, 2 i 3, w pordwnaniu z odpowiednimi strefami ich odmian
wyjsciowych. Co istotne wzor ekspresji badanych genow u mutanta brb byl zblizony do
obserwowanego u formy rhll.b (Ryc. 4.20).
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Rycina 4.20. Wzgledny poziom ekspresji genéw potencjalnie zaangazowanych w rozwoj wlosnikow
korzeniowych w trzech strefach korzeni oznaczony dla odmian ‘Karat’ i ‘Pallas’ oraz mutantéw rhl1.b
i brb. Poziom ekspresji genow dla kazdej strefy korzeniowej okreslonego genotypu (Pallas, Karat,
rhll.b, brb) zostat znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji w strefie apikalnej w odmianie Karat
gdzie przyjeto warto$¢ rowng 1. Czarne gwiazdki wskazuja na istotne réznice migdzy mutantami i ich
odmianami wyjsciwymi w odniesieniu do odpowiednich stref korzeniowych. Zielone krzyzyki
wskazujg na istotne réznice migdzy strefg 1 a strefg 2 lub 3 w obregbie pojedynczego genotypu.
% P<0,001; ** P<0,01; * P> 0,05. ### P<0,001; ## P<0,01; #P> 0,05.
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5. Dyskusja
5.1. Konstrukcja mapy genetycznej odcinka chromosomu 7HS, zawierajacego gen rhll

Klonowanie w oparciu o mape¢ pozostaje jednym z gtéwnych narzedzi genetycznych
pozwalajacych scharakteryzowaé funkcje gendéw, niemniej jednak wymaga dysponowania
wysokorozdzielczag mapg genetyczng, wysycong markerami co jest kluczowe dla okreslenia
fizycznej lokalizacji docelowego regionu chromosomowego i w konsekwencji dla pomyslnej
izolacji genu (Tamura i inni, 2014; Wang i inni, 2015; Huang i inni, 2018; Guo i inni, 2017).
W niniejszej pracy zastosowano t¢ strategi¢ do sklonowania genu rhll u H. vulgare.

Przeprowadzona analiza pozwolita na zmapowanie badanego genu w otoczeniu dwoch
markerow flankujacych, wyznaczajacych interwat, ktory na mapie genetycznej mial dtugosé
3,7 ¢cM, co odpowiadato 577 kpz na mapie fizycznej. Oznacza to, ze 1 cM odpowiadat
ok. 156 kpz. Gen rhll zlokalizowany jest w dystalnym regionie chromosomu 7HS. Inne
badania prowadzone dla dystalnej cze$ci ramienia chromosomu 7HS, wskazywaly na
podobny rzad wielkosci dla relacji miedzy odlegtosciag genetyczng a fizyczng dla tego odcinka
chromosomu, wynoszacy ok. 100 kpz dla 1 ¢cM odlegtosci genetycznej (Kunzel i inni, 2000).
Warto§¢ ta zostata obliczona na podstawie odleglosci genetycznej wynoszacej 39,3 cM
pomiedzy dwoma markerami cMWG703 1 MWGS836, ktore na mapie fizyczne oddalone sg od
siebie 0 4 Mpz (Kunzel i inni, 2000).

Sukces klonowania w oparciu o mape¢ zalezy od lokalizacji genu, gdyz precyzyjne
wykrycie zdarzen rekombinacyjnych jest fatwiejsze dla rejondow charakteryzujacych si¢ duza
czestotliwosci zjawiska crossing-over. Sekwencjonowanie genomu jeczmienia wykazato, ze
49% wszystkich otrzymanych kontigdbw moze by¢ przypisanych do rejonéw o obnizonej
czegstosci rekombinacji, a rejony te zawieraja okoto 22% gendw jeczmienia (Mayer
1 inni, 2012). Nierowny rozklad czestotliwosci rekombinacji wzdluz chromosomu jako
glowny powdd nieliniowego przetozenia odlegtosci genetycznych na odlegtosci fizyczne,
opisal m.in. Bustamante i1 wspolpracownicy (2017) analizujac bardziej szczegdlowo
chromosom 3H jeczmienia. W pracy zwrocono uwage na to, jak dlugie odlegtosci genetyczne
w rejonach subterminalnych chromosomu przektadaja si¢ na krotkie fizyczne odlegtosei,
potwierdzajac, ze zdarzenia rekombinacji wystepuja czesciej w dystalnych regionach
chromosomu 3H. Zupelnie inna sytuacja ma miejsce wokol centromeru, gdzie dystans
genetyczny przeklada si¢ na dluzsza fizyczng odleglos¢, odzwierciedlajaca istnienie tzw.
zimnych punkty rekombinacji (Bustamante 1 inni, 2017). Jako przyktad moze postuzy¢ rejon

zawierajacy gen odpornosci na wirusa zo6ltej mozaiki rym4/5, w ktorym stosunek odlegltosci
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fizycznej do genetycznej miescit si¢ w przedziale od 0,8 do 30 Mpz/cM, pomiedzy punktami
wyznaczonymi przez poszczegolne markery zlokalizowane w obrebie kontigu obejmujacego
gen rym4/5 (Stein i inni, 2005). Interesujacy przyktad omawiany jest rowniez w badaniu nad
mapowaniem genu HvLax-a, ktory kontroluje dtugo$¢ ktosa u jeczmienia (Jost i inni, 2017).
W pierwszych etapach analizy, pomimo uzyskania niewiclkiego przedzialu genetycznego na
mapie wokot badanego genu tzn. 0,2 cM, okazalo si¢, ze jest on zwigzany z duzym
interwalem fizycznym, gdzie przewidywano obecno$¢ minimum 200 genoéw kandydackich.
Autorzy postuluja, ze ostatecznie wyizolowany gen HvLax-a zlokalizowany jest w regionie
o silnie tlhumionej czgstotliwosci rekombinacji. Wynik uzyskany w prezentowanej pracy
reprezentuje zatem przyktad przeciwny, wskazujacy na potozenie genu rhll w obszarze
chromosomu o relatywnie wysokiej czgstosci rekombinacji, co znacznie ulatwito
przeprowadzenie mapowania i typowania najbardziej prawdopodobnego kandydata
odpowiedzialnego za bezwlosnikowy fenotyp mutanta. Z powodu napotykanych trudnosci
zwigzanych z lokalizacja genu, wickszos¢ sklonowanych do tej pory gendéw u jeczmienia
znajduje si¢ w dystalnych obszarach chromosomoéw. Przykladem moze by¢ wczesniej
wspomniany gen rym4/5, badz gen Clyl kodujacy czynnik transkrypcyjny z miejscem
wigzacym microRNA oraz gen mlo warunkujacy odpornos$¢ na Erysiphe graminis (Ariyadasa
i inni, 2014). Podobnie jak rhll zidentyfikowany w niniejszej pracy wymienione geny
znajdujg si¢ w dystalnych obszarach chromosomow.

W prezentowanej pracy do budowy mapy uzyto 1472 osobniki pokolenia F, lecz
stanowily one losowo wybrana subpopulacje populacji obejmujacej 4952 roslin Fo.
Zastosowanie licznej populacji w pierwszym etapie procedury zwiekszyto szanse na detekcje
wigkszej liczby zdarzen rekombinacyjnych. Z tego powodu, pomimo stosunkowo duzego
interwalu genetycznego pomig¢dzy markerami flankujacymi gen rhll (3,7 ¢cM), mozliwe byto
bezposrednie przej$cie z mapy genetycznej na mape fizyczng genomu jeczmienia. Wielko$é
populacji mapujacej, niezbednej do przeprowadzenia klonowania pozycyjnego, jest silnie
zalezna od genetycznej 1 fizycznej rozdzielczosci, skorelowanej z czgstotliwoscia
rekombinacji (Stein i Graner, 2004). Yuo (2012) i wspotpracownicy uzyli 1512 roslin F, do
izolacji genu Iks2 u jeczmienia. Najblizszy marker zostal zmapowany w odlegtosci 0,27 cM
od lks2, a otrzymany interwat korespondowat z 613 kpz na mapie fizycznej. Inna populacja
mapujgca uzyta do klonowania genu Rpgl obejmowata 3473 rosliny pokolenia F,, a srednia
odlegtos¢ miedzy markerami wynosita jedynie 0,02 cM 1 odpowiadata 110 kpz (Brueggeman
i inni, 2002). Qin i wspodtpracownicy (2015) zmapowali gen HVSGRA stosujac 693 osobniki

pokolenia F, uzyskujac interwat 0,4 cM, z kolei Gill i wspotpracownicy (2016) zawezili
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region dla mapowania genu odpornosci na Puccinia graminis Rpgl do 5 ¢cM na podstawie
jedynie 100 osobnikow F,. Precyzyjne wykrycie zdarzen rekombinacyjnych pomigdzy
mapowanymi loci jest znacznie latwiejsze dla regiondw o duzej czestotliwosci zjawiska
crossing-over, dlatego mozliwe jest stworzenie mapy genetycznej o wysokiej rozdzielczos$ci
roéwniez
w oparciu 0 mniej liczne populacje.

W pracy wykorzystano populacje pokolenia F, rhll.b x ‘Morex’, gdyz populacja
F, jest relatywnie tatwa do uzyskania, a jej wyprowadzenie wigze si¢ z mniejszym naktadem
srodké6w 1 czasu, niz w przypadku populacji podwojonych haploidow lub linii RIL.
Podstawowa wada populacji pokolenia F; jest mozliwos¢ tylko jednokrotnego jej
wykorzystania, z powodu wysokiej heterozygotycznosci w kolejnych pokoleniach.
Potomstwo heterozygotycznych osobnikow populacji segreguje, a wige kolejne pokolenia nie
sa genetycznie identyczne w odniesieniu do populacji wyjsciowej. Pomimo tej wady, ze
wzgledu na prostote uzyskiwania licznego pokolenia F», ten typ populacji jest bardzo czg¢sto
stosowany zamiarOw pracach zmierzajagcych do klonowania gendéw W oparciu 0 mape
(Collard i inni, 2005).

W niniejszej pracy dane uzyskane z opublikowanych map genetycznych, poréwnane
z wirtualnie uporzadkowana mapa genetyczng jeczmienia Genome Zipper (Mayer i inni,
2012) oraz informacje pochodzace bazy Ensembl Plants, dostarczyty niezbednych zrodet do
eksploracji nowych markeréw, ktore znajduja si¢ w docelowym regionie. Dodatkowo w tym
badaniu opublikowana fizyczna mapa genomu jgczmienia nie tylko byta Zrédlem sekwencji
markerow, ale rowniez pozwolita zakotwiczy¢ markery flankujace locus rhll (MLOC_35776
1 MLOC 4840) na mapie fizycznej, co umozliwito wybor pigciu potencjalnych gendw
zlokalizowanych w docelowym przedziale z pominigciem dodatkowych etapdéw ,,chodzenia
po chromosomie” i sekwencjonowania klonéw BAC. Bazy te, wykorzystywano takze
w innych analizach ukierunkowanych na izolacje genow jeczmienia. Przyktadowo baza
Genome Zipper stanowita zrodto markerow molekularnych do mapowania genow H. vulgare
m.in. takich jak gen dsp.ar oraz Vrs4 wplywajacych na morfologi¢ ktosa (Shahinnia i inni,
2012; Koppolu i inni, 2013), oraz genu rym11l warunkujacego odporno$¢ na wirusa mozaiki
(Lupken i inni, 2013). Z kolei baza Ensembl Plants jest powszechnie wykorzystywana
w analizie sekwencji kandydackich w pracach nad izolacja gendéw (Singh i inni, 2017,
Yoshioka i inni, 2017; Oiestad i inni, 2017).

W  prezentowanej pracy sposréd wszystkich analizowanych markeréw, ktore

opracowano w celu dokladnego mapowania regionu genu rhll, 13 markeréw wykazato
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prawidtowg segregacje. Tylko jeden marker, MLOC 61391, ujawnit odchylenia od
prawidtowej segregacji. Odchylenie od spodziewanej segregacji, definiowane jest jako
odchylenie obserwowanych czestotliwosci genotypowych od ich oczekiwanych wartosci.
Zaburzona segregacja mapowanych loci moze wplywaé na nieprawidlowe tworzenie grupy
sprzezen (Lu 1 inni, 2002). Zaburzenie segregacji jest powszechnym zjawiskiem
obserwowanym w populacjach mapujacych wyprowadzonych z krzyzéwek zrdéznicowanych
genetycznie form rodzicielskich (Zhao i inni, 2006; Wu i inni, 2010; Baumbach i inni, 2012;
Kubo i inni, 2016; Gradner i inni, 2016). Udzial loci wykazujacych istotne zaburzenia
w segregacji rozni si¢ znacznie w zaleznosci od gatunku, rodzaju populacji, stopienia
pokrewienstwa form rodzicielskich wybranych do krzyzoéwki oraz epigenetycznych
modyfikacji chromatyny (Xian-Liang i inni, 2006; Li i inni, 2010; Liu i inni, 2010; Habu
i inni, 2015). Zaburzenie segregacji moze prowadzi¢ do eliminacji lub faworyzowania
niektorych genotypow w populacji mapujacej, w zwigzku z czym odleglosci miedzy loci
obliczone na podstawie wspotczynnika rekombinacji i ich pozycje moga by¢ nieprawidiowe.
Z tego powodu wiasciwym podejsciem bylo wykluczenie markera MLOC 61391 z dalszej

analizy.

5.2. Mutacja w genie kodujacym czynnik transkrypcyjny bHLH powoduje
bezwlosnikowy fenotyp

Sekwencjonowanie wszystkich kandydackich genéow z wytypowanego interwatu
wykazalo, zZe tylko w jednym genie kodujacym czynnik transkrypcyjny bHLH
(HORVU7Hr1G030250), u mutanta rhll.b znajduje si¢ mutacja punktowa A>T, ktora
spowodowata zatrzymanie szostego intronu o dlugosci 98 pz. Analiza oparta o translacje in
silico wykazata, ze zachowanie tego intronu skutkuje przesunigciem ramki odczytu, ktore
prowadzi do powstania 71 nieprawidlowych kodonéw w mRNA, w tym kodonu STOP
w pozycji 116 pz od poczatku siodmego eksonu w transkrypcie mutanta rhll.b.
Prawdopodobnie nieprawidlowy transkrypt zawierajacy przedwczesny kodon STOP moze
by¢ kierowany na $ciezke degradacji, o czym moze §wiadczy¢ wynik znacznie obnizonej
ekspresji genu kandydackiego we wszystkich strefach korzeniach u mutanta rhll.b
w porownaniu do jego formy wyjsciowej. Co istotne, wspomniana wyzej ¢z¢$¢ genu u roslin
typu dzikiego koduje domene¢ LRL (LOTUS JAPONICUS ROOTHAIRLESSI1-LIKE).
Mutacja w genotypie rhll.b prowadzi zatem do braku prawidtlowej domeny LRL, co moze
mie¢ wpltyw na funkcjonowanie biatka bHLH. To odkrycie, wraz z brakiem jakiejkolwiek

dodatkowej mutacji w innych sekwencjach kodujacych znajdujacych si¢ w wytypowanym
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interwale na mapie fizycznej genomu powoduje, ze HORVU7Hr1G030250 jest najbardziej
prawdopodobnym kandydatem, w ktorym zidentyfikowana mutacja moze by¢ odpowiedzialna
za brak odpowiedniego wzoru ryzodermy i w rezultacie bezwlo$nikowy fenotyp korzenia
u mutanta rhil1.b.

Co wazne, wykazano ze grupa genéw kodujacych biatka z domeng bHLH stanowi
sktadnik sieci regulacyjnej, uczestniczac w roznych etapach rozwoju ryzodermy oraz
wlo$nikéw (Breux 1 inni, 2012; Breuninger i inni, 2016). Na mozliwy udzial genu
HORVU7Hr1G030250 w rozwoju wilosnikow wskazuja badania prowadzone dla
wlo$nikowych mutantow Lotus japonicus, Ljrhll (Karas i inni, 2009) oraz Oryza sativa,
Osrhll1 (Ding i inni, 2009). W obu przypadkach stwierdzono, ze zmienione fenotypy zwigzane
sa z mutacjami w genach kodujacych biatka z domeng bHLH, ktére wykazuja wysoki stopien
podobienstwa sekwencji bialkowych z produktem genu HORVU7Hr1G030250. Wartym
zaakcentowania jest fakt, ze mutant Osrhll wykazuje istotne zaburzenia w procesie
formowania wzoru ryzodermy, bez wyraznego tworzenia krotszych i dhuzszych komoérek
charakterystycznych dla typu dzikiego u ryzu (Ding i inni, 2009). Jednoczesnie, tylko mutant
Ljrhl1l wykazuje fenotyp catkowicie bezwlosnikowy, podczas gdy mutant ryzu Osrhll tworzy
mocno skrocone wiosniki. Dane te wskazuja, ze zidentyfikowany gen u ryzu prawdopodobnie
bierze udzial we wczesnych etapach roznicowania komorek ryzodermy.

U jeczmienia ustalanie wzoru ryzodermy zachodzi poprzez asymetryczne wydtuzenie
komorek potomnych utworzonych po symetrycznym podziale komorki macierzystej, krotsze
komorki — trichoblasty wytwarzaja wypustke wtosnikowa (Marzec 1 inni, 2013). Podobne
mechanizmy powstawania ryzodermy, wraz z réznicami w morfologii 1 ultrastrukturze tricho-
i atrichoblastow, opisano u ryzu (Kim i Dolan, 2011). Z kolei u L. japonicus nie wystepuje
specyficzny wzoér tworzenia ryzodermy, a kazda komodrka tej tkanki jest zdolna do
wytwarzania wlo$nikow. W rezultacie, ogromna wigkszo$¢ komodrek rdznicuje si¢ we
wlo$niki, podczas gdy atrichoblasty wystepujg sporadycznie, a ich rozklad jest losowy (Karas
1 inni, 2005). Pomimo faktu, ze proces ustalania wzoru ryzodermy rozni si¢ pomie¢dzy
jeczmieniem i ryzem w porownaniu z L. japonicus, prawdopodobne jest, ze ustalenie losu
komorek moze by¢ pod podobnag kontrolg genetyczng u tych gatunkow, a wszystkie trzy
specyficzne biatka bHLH moga by¢é odpowiedzialne za powstawanie jeszcze
niezidentyfikowanego sygnatu, ktory kieruje roznicowaniem komorek ryzodermy.

Analiza struktury biatka kodowanego przez gen HORVU7Hr1G030250 (Hvrhil)
wykazala, ze zawiera ono dwie konserwatywne domeny: bHLH oraz LRL. Biatka zawierajace

domen¢ bHLH stanowig druga co do wielkosci rodzing czynnikdw transkrypcyjnych u roslin
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1 biorg udziat w szerokim zakresie procesoOw regulacyjnych (Heim 1 inni, 2003; Feller 1 inni,
2011; Zhao i inni, 2012). Domena bHLH jest zaangazowana w kontakt z DNA, podczas gdy
motywy inne niz bHLH, ktére zostaty zidentyfikowane u wielu cztonkéw rodziny bHLH,
odpowiadajg za swoistos¢ czynnika transkrypcyjnego, zwigzang z regulacjag okreslonych
genow docelowych (Heim 1 inni, 2003). Co istotne, funkcj¢ domeny LRL zwigzano z kontrolg
transkrypcyjng gendéw zaangazowanych w rozwodj wtosnikow u L. japonicus, A. thalina
I O. sativa (Karas i inni, 2009; Bruex i inni, 2012; Ding i inni, 2009). W niniejszej pracy,
analiza filogenetyczna sekwencji biatka dla genu HORVU7Hr1G030250 (Hvrhll) wykazata
znaczace podobienstwo do pigciu biatek wystepujacych u Arabidopsis: AtLRLI1, AtLRL2,
AtLRL3, AtLRL4 oraz AtLRLS, ktore dziatajg jako dwie antagonistycznie grupy regulatorow
wzrostu wio$nikow. Geny LRL klasy I (AtLRL1, AtLRL2, AtLRL3) funkcjonuja jako
pozytywne regulatory rozwoju wlosnikow, podczas gdy geny LRL klasy II (AtLRL4 oraz
AtLRL5) stanowig potencjalne represory transkrypcji (Tam i inni, 2015; Breuninger i inni,
2016). Mutanty w tych genach wykazywaly znaczace zaburzenia w r6znych stadiach rozwoju
wtosnikéw (Breux i inni, 2012; Breuninger i inni, 2016), w zwigzku z czym stwierdzono, ze
grupa genéw LRL jest podstawowym skladnikiem sieci regulacyjnej uczestniczacej
w powstawaniu wlosnikéw. Pojedyncze mutanty w genach kodujacych biatka LRL
wykazywaty zaburzenia tworzenia wlo$nikow (np. skrdcenie lub rozgatezianie wtosnikoéw),
niezwigzane jednak ze zmienionym wzorem formowania ryzodermy (Bruex i inni, 2012;
Breuninger i inni, 2016). Natomiast podwdjne mutanty atlrl1-2/atlrl3-1 byty zdolne jedynie
do inicjowania rozwoju wlosnikow. Postuluje sie, ze geny AtLRL1, AtLRL2 i AtLRL3 maja
redundantng funkcje u Arabidopsis, dlatego pojedyncze mutacje nie powoduja silnego
fenotypu (Karas i inni, 2009). Co ciekawe, podwdjne mutanty homologéw AtLRL1 i AtLRL2
u Physcomitrella nie tworzyly chwytnikow (ryzoidow), co sugeruje, ze biatka LRL
ewoluowaly ze wspdlnego przodka mchow i ro$lin okrytozalagzkowych (Tam 1 inni, 2015).
Dane te wskazujg takze na konserwatywny mechanizm regulacyjny dla réznicowania
komorek wykazujacych wzrost szczytowy 1 petnigcych funkcje korzeni u mszakow.

Bioragc pod uwage opisane fenotypy mutantow Arabidopsis i jeczmienia, mozna
postawi¢ hipoteze, ze u Arabidopsis biatka z domeng LRL dziataja w procesach wzrostu
szczytowego wiosnikow i zapobiegaja rozgatezieniu si¢ wtosnikow, podczas gdy u jeczmienia
(i prawdopodobnie u ryzu i L. japonicus), kontroluja réznicowanie komorek ryzodermy.
Niemniej jednak biatka LRL moga wykazywa¢ pewne nakladanie si¢ funkcji
w kontrolowaniu podobnych $ciezek regulacyjnych u Arabidopsis 1 jeczmienia. Taka

mozliwo$¢ sugerujg badania transkryptomowe mutantow Arabidopsis (atlrl1) (Bruex i inni,
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2012) oraz jeczmienia (rhll.a) (Kwasniewski i inni, 2010; 2016). Analiza transkryptomu
epidermalnej tkanki korzenia u mutanta atlrl doprowadzita do wskazania 10 genow
wykazujacych zmieniong ekspresj¢, w porownaniu do formy dzikiej. Geny z obnizong
ekspresja kodowaty biatka zaangazowane w organizacj¢ Sciany komorkowej, takie jak
endotransglukozylaza ksyloglukanu oraz biatka o aktywnos$ci peroksydazy, ktore moga brac¢
udzial rozwoju wilosnikdw. W korzeniach jeczmiennego mutanta rhll.a (linii siostrzanej
mutanta rhll.b), geny wykazujace podobne funkcje tzn. zwigzane z budowa Sciany
komorkowej  (ekstensyny, arabinogalaktany (AGP), endotransglukozolazy/hydrolazy
ksyloglukanu (XTH) i pektynesterazy), rowniez charakteryzowaty si¢ obnizong ekspresja
(Kwasniewski i inni, 2010; Kwasniewski i inni, 2016). Dodatkowo, u mutanta rhll.a
wykazano brak ekspresji genu HVEXPB1 kodujacego B-ekspansyne 1, biatka, ktore jest
zaangazowane w rozluznianie $ciany komorkowej (Kwasniewski i1 Szarejko, 2006) oraz
genow  bedacych prawdopodobnymi homologami genéow RHD4 (ROOT HAIR
DEFECTIVE4), COW1 (CAN OF WORMSL1) i SHV3 (SHAVEN3) Arabidopsis. Co istotne
Bruex i wspotpracownicy (2012) sugeruja, ze geny LRL moga uczestniczy¢ w regulacji
ekspresji COW1 i EXP7 (EXPANSIN A7) u Arabidopsis. Jest wigc prawdopodobne, ze geny
takie jak HORVU7Hr1G030250, zidentyfikowany w niniejszej pracy, moga dziata¢
bezposrednio i/lub posrednio na wiele gendow zaangazowanych w procesy rozwoju catego
korzenia. Jak dotad, nie ma zbyt wielu informacji, nawet u modelowej rosliny Arabidopsis,
ktére mogltyby wskaza¢ geny znajdujace si¢ bezposrednio pod kontrola czynnikow
transkrypcyjnych LRL. Wiadomo jedynie, Ze ekspresja genu AtLRL1 jest niezalezna od genu
RHDG6, ktérego produkt stanowi element $Sciezki przekazywania sygnaldow hormonalnych,
a zatem AtLRL1 moze kontrolowa¢ oddzielng S$ciezke procesu roznicowania komorek
ryzodermy (Lin i inni, 2015; Hey i inni, 2017).

Niedawno geny AtLRL1 i AtLRL2 scharakteryzowano jako czynniki bezposrednio
regulowane przez biatko GL2 (Lin 1 inni, 2015), ktére dziata jako negatywny regulator
rozwoju wlosnikow w atrichoblastach Arabidopsis. Bialko GL2 hamuje ekspresje wielu
czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny bHLH, w tym LRL i ROOT HAIR DEFECTIVE SIX-
LIKE (RSL, Lin i inni, 2015). Czynnik GL2 rozpoznaje i wigze si¢ z motywem sekwencyjnym
oznaczonym jako L1 box-5-TAAATGT-3, ktory jest zlokalizowany w regionach
promotorowych kontrolowanych genéw (Lin i inni, 2015). Co ciekawe, linie Arabidopsis
zawierajace konstrukt pGL2::LRL1-GFP i pGL2::LRL2-GFP charakteryzujg si¢ nietypowym
rozmieszczeniem wlosnikéw, ktore pojawiaja si¢ w komodrkach nie wytwarzajacych

wlosnikow u ro$lin typu dzikiego. W rezultacie, linie te posiadaty zwiekszang liczbe

101



wlo$nikow (Lin 1 inni, 2015; Salazar-Henao 1 inni; 2016). Dane te mogg sugerowac, ze LRL1
I LRL2 sg rowniez zaangazowane w inicjacj¢ rozwoju wlosnikow. W przedstawianej pracy
doktorskiej przeprowadzono analize¢ sekwencji promotorowej genu HORVU7Hr1G030250,
co pozwolilo na identyfikacje sekwencji podobnej do motywu L1, ktora jest zlokalizowana
332 pz powyzej kodonu startowego. Obecnie nie wiadomo, czy jakikolwiek homolog GL2
moze wplywa¢ na ekspresjc genu HORVU7Hr1G030250 u jeczmienia, ani nie
zidentyfikowano zadnego innego czynnika, ktéry moglby regulowaé jego transkrypcje.
W niniejszej pracy wykazano, ze w typie dzikim jgczmienia wystepuje znaczacy wzrost
ekspresji genu kandydata w strefach wydluzenia oraz réznicowania, w porownaniu do strefy
merystematycznej korzenia. Zatem zwigzek wielko$ci ekspresji  badanego genu
z pojawianiem si¢ wlosnikdw sugeruje, ze gen ten prawdopodobnie znajduje si¢ pod kontrola
nieznanego dotad nadrzednego czynnika. Zaobserwowano rowniez, ze poziom ekspresji genu
kandydata HORVU7Hr1G030250 w korzeniach bezwlosnikowego mutanta jest bardzo niski,
w poréownaniu do poziomu ekspresji tego genu u formy wyjsciowej. Taka obserwacja
sugeruje, ze istnieja mechanizmy regulatorowe, biorace udzial w redukcji ekspresji u mutanta
rhll.b. U organizméw eukariotycznych powszechnie wystepuje proces kontroli jakosci
mRNA, ktory polega na szybkiej degradacji transkrypow niosacych przedwczesny kodon
STOP. Jest mozliwe, ze zmieniony transkrypt zawierajacy przedwczesny kodon terminacji
translacji, ktory wystgpuje u mutanta rhll.b, jest rozpoznawany przez wspomniany
mechanizm, co zapobiega wytwarzaniu skroconego 1 potencjalnie szkodliwego biatka
(Hug i inni, 2016; Nickless i inni, 2017).

W lepszym zrozumieniu ztozonos$ci mechanizméw prowadzacych do tworzenia wzoru
ryzodermy u jeczmienia moze pomoc analiza kolejnego bezwlosnikowego mutanta, brb, ktory
w poprzednich badaniach Katedry Genetyki US zostal opisany jako alleliczny w stosunku do
mutanta rhll.b. Co zaskakujace, w niniejszych badaniach analiza sekwencji genu
kandydackiego HORVU7Hr1G030250 nie doprowadzita do wykrycia zadnych zmian migdzy
mutantem brb, a jego rodzicielskg odmiang ‘Pallas’, zarbwno w eksonach jak i intronach
genu. Ponadto, rozszerzenie analiz sekwencji na 4474 pz powyzej i 1882 pz ponizej regionu
CDS genu rowniez nie ujawnilo zadnych roznic dla tych genotypéw. Podobnie,
sekwencjonowanie czterech innych genéw zlokalizowanych w rejonie wyznaczonym przez
markery flankujace nie doprowadzito do identyfikacji mutacji w zadnym z nich. Jedng
z hipotez wyjasniajacych ten wynik jest mozliwos¢ dezaktywacji genu HORVU7Hr1G030250
u mutanta brb w wyniku zjawiska zmiennosci zaleznej od pozycji (PEV — Position Effect

Variegation), ktore zostalo najdoktadniej udokumentowane u Drosophila melanogaster oraz
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Schizosaccharomyces pombe (Elgin i Reuter, 2013; Allshire i inni, 2017). Ekspresja genu
zalezy w duzej mierze od jego lokalizacji w genomie, jego sekwencji, jak i obecno$ci
sekwencji wzmacniajacych 1 wyciszajacych zlokalizowanych poza obszarem promotora.
Ponadto, powazne skutki dla ekspresji genu, zalezne od jego lokalizacji, czesto obejmuja
epigenetyczne  wyciszanie genu umieszczonego w  poblizu  nieaktywnych  lub
heterochromatynowych regionow genomu. Dlatego zjawisko PEV zwigzane jest czgsto
z rearanzacja chromosomu, ktéra skutkuje ulokowaniem fragmentu zawierajacego
heterochromatyn¢ w obszarze lub sgsiedztwie euchromatynowym chromosomu. W ten sposéb
dochodzi do rozszerzenia obszaru wyciszonych gendéw, charakterystycznego dla
heterochromatyny fakultatywnej, na sgsiadujgcy rejon euchromatyny. Proces ten jest
regulowany przez rozne bialka zaangazowane zarowno w przebudoweg chromatyny, jak
1 wyciszanie oparte na RNAi. Przyktadem opisanego powyzej procesu jest jedna z pierwszych
mutacji zidentyfikowanych u D. melanogaster, powodujaca zmiang¢ pigmentacji oczu
z czerwonej na bialg. Wykorzystujac jako mutagen promienie X, Muller (1930) zaobserwowat
interesujacy fenotyp opisany jako mozaikowe zabarwienie oczu tzn. z polami czerwieni oraz
bieli. Taki fenotyp sugerowal, ze gen warunkujacy kolor oczu nie zostal uszkodzony, gdyz
niektore obszary oka pozostaly czerwone. Jednakze gen determinujacy kolor oczu zostat
wyraznie wyciszony w niektorych komorkach oka, w ktorych normalnie powinien ulega¢
ekspresji. Dopiero podzniejsze badanie chromosomow politenicznych wskazalo, ze tego
rodzaju fenotypy sa konsekwencja inwersji lub rearanzacji z jednym punktem pegknigcia
w heterochromatynie i drugim punktem pe¢knigcia w sgsiedztwie genu warunkujacego
okreslony fenotyp (Elgin 1 inni, 2013). Zjawiska podobne do PEV zaobserwowano réwniez
u Schizosaccharomyces pombe. W tym przypadku transgen wbudowany w obszar
heterochromatyny zostat wyciszony (Talbert i Henikoff, 2006). Istnieja wyrazne zaleznos$ci
miedzy efektami pozycji, strukturg chromatyny 1 wyciszeniem epigenetycznym. Niemniej
jednak zjawisko PEV, takie jak zaobserwowano u Drosophila i drozdzy, nie zostato dobrze
udokumentowane w organizmach ros$linnych. Ze wzgledu na fakt, iz zjawisko PEV wydaje
si¢ by¢ wynikiem rozprzestrzeniania si¢ skondensowanego stanu chromatyny od
heterochromatyny do sasiednich genoéw i bioragc pod uwage, ze heterochromatyna w duzej
mierze sktada si¢ z elementdéw, ktéore moga ulegac transpozycji, zjawisko PEV moze by¢
roOwniez postrzegane jako wynik wstawienia elementu transpozycyjnego w bliskie sgsiedztwo
genu, co moze mie¢ efekt wyciszajacy spowodowany epigenetyczng regulacja (Singh 1 inni,
2008). Przyklad takiego zjawiska opisano u D. melanogaster w badaniach genu ald,

odpowiedzialnego za defekty mejozy i mitozy (Gilliland 1 inni, 2005). Dwa genotypy, ktére
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w testach komplementacji wydawaty si¢ alleliczne do innych mutantow ald, nie wykazywaty
zadnej mutacji w sekwencji tego genu. Stwierdzono natomiast obecnos$¢ transpozonu Doc
ponizej locus ald, w odleglosci okoto 2000 pz, ktory thumit funkcje pobliskiego locus ald
w komorkach linii piciowej badanych mutantow (Gilliland 1 inni, 2005). Wiadomo, ze ruch
transpozonéw jest wyciszany przez epigenetyczne modyfikacje chromatyny. Takie
modyfikacje moga obejmowac takze duzg cz¢$§¢ chromosomu poza samym transpozonem, cO
moze tworzy¢ obszar heterochromatyny wokoét sasiadujacych gendw (Zhang i inni, 2008).
Podobne zjawisko opisali Singh 1 wspdlpracownicy (2008) u kukurydzy, gdzie
zaobserwowano dziedziczne wyciszanie transpozonu MuDR przez naturalnie wystepujaca
wersj¢ elementu, oznaczong jako Mu-killer (Muk). Element Muk tworzy dluga czasteczke
RNA o strukturze spinki do wtosoéw, ktora w kooperacji z biatkami kompleksu wyciszajacego
moze wywolywac¢ metylacje¢ DNA i1 w rezultacie dziedziczne wyciszanie jednego lub wielu
elementow MuDR (Matzke i inni, 1998; Singh i inni, 2008).

W zwiagzku z powyzszymi przyktadami nie mozna wykluczyé, ze u spontanicznego
mutanta brb nastgpito zdarzenie transpozycji prowadzace do lokalnego uformowania si¢
heterochromatyny ~ obejmujacej  takze locus  badanego  genu  kandydackiego
HORVU7Hr1G030250. Moglo to spowodowa¢ znacznie zmniejszenie poziomu jego
ekspresji, ktora stala si¢ zbyt niska aby aktywowac transkrypcje gendw podlegajacych
posredniej lub bezposredniej regulacji przez HORVU7Hr1G030250. Takie zjawisko moze
by¢ wyjasnieniem dlaczego pomimo braku zmian w sekwencji genu oraz W sekwencjach
regulatorowych, fenotyp korzenia u mutanta podlega wyraznej zmianie w stosunku do jego
formy wyjs$ciowe;.

W niniejszej pracy przeanalizowano ekspresje kilku wybranych gendéw, ktére moga
znajdowac si¢ pod bezposrednig lub posrednia kontrola czynnika transkrypcyjnego bHLH,
kodowanego przez gen HORVU7Hr1G030250 niosacy mutacj¢ u formy rhll.b. Analizg
ekspres;ji tych genow przeprowadzono W trzech strefach korzeni mutanta brb i jego odmiany
wyjsciowej ‘Pallas’, porownujgc poziom ich ekspresji do mutanta rhl1.b i odmiany ‘Karat’.
Geny te wybrano na podstawie wczesniejszych analiz transkrytoméw bezwlo$nikowego
mutanta i jego odmiany wyjsciowej (Kwasniewski i inni, 2010; 2016). Analizy te pokazaty,
ze poziom ekspresji tych gendw byl istotnie nizszy u mutantow rhll i brb we wszystkich
strefach korzenia, w porownaniu z odpowiednimi strefami u ich form wyjsciowych.
Dodatkowo, profile ekspresji badanych genow byty bardzo zblizone u obu mutantow.
Sugeruje to, ze analizowane geny moga znajdowac si¢ w tej samej §ciezce regulacji ekspresji

u obu bezwltosnikowych form, by¢ moze pod bezposrednig lub posrednia kontrolg genu
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HORVU7Hr1G030250. Uzyskany wynik sugeruje, ze hipoteza dotyczgca wyciszania genu
kandydata przez formowanie heterochromatyny u mutanta brb jest prawdopodobna.
Wskazywatoby to réwniez, ze dwa rézne mechanizmy molekularne moga by¢ odpowiedzialne
za taki sam efekt koncowy u obu mutantow.

W niektorych przypadkach mutacje recesywne w dwoch genach moga réwniez
tworzy¢ zmutowany fenotyp u podwojnej heterozygoty, co skutkuje falszywym wynikiem
testu komplementacji. Takie zjawisko znane jest jako SSNC (second-site
noncomplementation) i obejmuje kilka mechanizméw molekularnych (Hawley i Gilliland,
2006). W pierwszym mechanizmie zaktada si¢, ze w wyniku oddziatywania ze sobg dwoch
zmutowanych produktow gendéw powstaje biatkowy kompleks o szkodliwych
wiasciwosciach, ktorych pojedyncze biatka nie majg. Drugi mechanizm SSNC odnosi si¢ do
przypadku, gdzie w podwojnej heterozygocie produkt biatkowy zmutowanego genu wylapuje
prawidtowo funkcjonujaca czes¢ biatka produkowanego przez inny gen, tworzac nieaktywny
kompleks. Z kolei trzeci, najczesciej wystepujacy mechanizm SSNC, nie wymaga fizycznej
interakcji produktow gendw, lecz jednoczesne obnizenie aktywnosci obu produktow
genowych powoduje powstanie zmutowanego fenotypu (Hawley i Gilliland, 2006). Biorac
pod uwage, ze gen HORVU7Hr1G030250 koduje czynnik transkrypcyjny, ktéry moze
regulowaé duza liczbe docelowych gendéw, a jednoczesnie sam jest regulowany przez inne
czynniki, mozliwe jest, ze mechanizm SSNC moze by¢ odpowiedzig ttumaczaca falszywy
wynik testu komplementacji przeprowadzonego dla rhl1.b i brb. Jednak ze wzgledu na fakt, iz
nie zidentyfikowano zadnych rekombinantow w grupie liczacej 200 osobnikow pokolenia
F, krzyzowki rhll.b x brb nalezy zatozy¢, ze drugie hipotetyczne locus powinno znajdowac
si¢ w bardzo bliskim sgsiedztwie kandydackiego genu HORVU7Hr1G030250, co bylo
przyczyna niewykrycia rekombinacji.

Ostatnia hipoteza wyjasniajaca wyniki testu alleliczno$ci miedzy rhll i brb, (cechujaca
si¢ najnizszym prawdopodobienstwem), opiera si¢ na dwoch zatozeniach. Pierwsze zaktada,
ze mutant rhll.b, ktéry powstal w wyniku chemicznej mutagenezy nie ma jednej, ale dwie
mutacje, ktore moga znajdowac sie¢ w bliskim sgsiedztwie. Drugi warunek zaklada, ze w genie
allelicznym do locus brb zlokalizowana jest jak dotad nieodkryta mutacja. W takim
scenariuszu nalezy uwzgledni¢, ze gen brb dziala w S$ciezce regulacyjnej powyzej genu
HORVU7Hr1G030250, 1 posiada mutacje powodujaca utrate funkcji, a odlegtos¢ miedzy
tymi dwoma loci jest wystarczajaco niska aby nie doszto do rekombinacji. Ostatnie zatozenie
wynika z faktu, ze w wyniku krzyzowania rhll.b z forma wyjsciowa zaobserwowano

segregacj¢ 3:1, wskazujac na mutacje pojedynczego locus w genotypie rhil.b.
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Warto réwniez zwréci¢ uwage na fakt, iz w interwale wyznaczonym przez flankujace
markery, sekwencja DNA o dhlugosci ok. 322 kpz (z 577 kpz) nie zostala opisana
funkcjonalnie. Poréwnywanie nieopisanej cze$ci interwalu z sekwencjami genomowymi
jeczmienia, ryzu, pszenicy, Aegilops tauschii, Setaria italica i Zea mays w bazie danych
NCBI nie doprowadzitlo do identyfikacji istotnych trafien w znane geny, badz opisane
elementy powtarzalne. Jednakze nie mozna wykluczy¢, ze w nieopisanym przedziale
sekwencji znajduja si¢ pseudogeny lub fragmenty genow. Adnotacja oparte sg o homologie
sekwencji, biorgc pod uwage obecnos¢ opisanego elementu u innego lub tego samego
gatunku. Dlatego mozna uzna¢, ze cz¢$¢ interwatlu bez adnotacji nie nalezy do zadnej znanej
kategorii, ktora bytaby opisana w bazach danych, co uniemozliwia oznaczenie jej struktury
badz funkcji. Nie mozna ostatecznie wykluczy¢, ze w tym regionie znajduje si¢ wigcej
nieopisanych gendéw i mutacja w jednym z nich powoduje bezwlosnikowy fenotyp brb i
rhll.b.

Koncowa faza klonowania pozycyjnego jest walidacja biologicznej funkcji genu
kandydata. Najlepszym i1 bezposrednim dowodem potwierdzajacym udzial zmutowanego
genu HORVU7Hr1G030250 w tworzeniu bezwlo$nikowego fenotypu, jest zastosowanie
sekwencji typu dzikiego do transformacji mutanta rhl. Przywrocenie fenotypu formy dzikiej
potwierdzitoby role wyselekcjonowanego genu HORVU7Hr1G030250 w procesie
formowania wzoru ryzodermy. Jednakze obecnie wydajny system transformacji dla
jeczmienia dostgpny jest jedynie dla odmiany Golden Promise, co powoduje, ze dalsze
potwierdzenie biologicznej funkcji genu HORVU7Hr1G030250 wykracza poza ramy
prezentowanej pracy. Komplementacja genetyczna powinna by¢ przedmiotem dalszych badan
nad rolg genu HORVU7Hr1G030250 w tworzeniu wzoru ryzodermy i1 wyksztalcaniu

wlosnikdéw u jeczmienia.
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6. Whnioski

1) Zastosowana strategia klonowania pozycyjnego w oparciu o mape sprzezen
chromosomu 7HS doprowadzita do wytypowania interwalu zawierajacego region
genu rhll, o dlugosci 3,7 ¢cM na mapie genetycznej i 577 kpz na mapie fizycznej
genomu jeczmienia.

2) W wyznaczonym przedziale mapy fizycznej znajduje sie pie¢ genow
kandydackich, ktore posiadaja sekwencje o wysokiej wiarygodno$ci, dobrze
opisanej strukturze i pozycji w genomie.

3) Gen HORVU7Hr1G030250 kodujacy czynnik transkrypcyjny z domenami
bHLH i LRL jest najbardziej prawdopodobnym kandydatem, ktory moze by¢
zaangazowany w roznicowanie komorek ryzodermy u H. vulgare. Jest to jedyny
z pieciu gendw kandydackich, ktéry niesie mutacj¢ punktowa réznigca mutanta
rhl1l.b od odmiany wyjsciowe;.

4) Bialko kodowane przez gen HORVU7Hr1G030250 to czynnik transkrypcyjny
z rodziny bHLH, posiadajacy dwie konserwowane domeny: bHLH oraz LRL.
Opisano udziat bialek z domeng LRL w regulacji genow zaangazowanych
w rozwoéj wlo$nikow u Lotus japonicus, Oryza sativa i Arabidopsis thaliana.

5) Zidentyfikowana u mutanta rhll.b substytucja A>T w pozycji 2145 pz genu
HORVU7Hr1G030250 prowadzi do utraty miejsca akceptorowego splicingu
migdzy szostym eksonem a ostatnim intronem w mRNA. Retencja intronu
skutkuje zmiang ramki odczytu i wystgpieniem przedwczesnego kodonu STOP
w mMRNA mutanta. W efekcie, powstata zmiana moze prowadzi¢ do degradacji
mRNA badzZ syntezy biatka bHLH o nieprawidlowej budowie domeny LRL.

6) Geny kodujace biatka zaangazowane w organizacje i1 syntezg S$ciany
komorkowej w komorkach korzeni moga znajdowaé si¢ w tej samej $ciezce
regulacji ekspresji, pod bezposrednia lub posrednig kontrola czynnika
transkrypcyjnego bHLH, na co wskazuja analizy poziomu ich ekspresji genu
w roznych strefach korzenia u mutanta rhl1.b i jego odmiany wyjsciowe;.

7) Nie wykryto mutacji w sekwencji genu HORVU7Hr1G030250
u bezwlo$nikowego mutanta brb allelicznego w stosunku do mutanta rhll.b. Jedna

z hipotez tlumaczacych ten wynik jest mozliwe wyciszanie genu
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HORVU7Hr1G030250 u mutanta brb przez formowanie heterochromatyny
w regionie tego genu.

8) Oba mutanty, rhll.b i brb wykazywaty bardzo zblizony profil ekspresji genu
HORVU7Hr1G030250 1 jego potencjalnych genow docelowych w réznych
strefach korzenia, co wskazuje, ze dwa r6zne mechanizmy molekularne moga by¢
odpowiedzialne za taki sam efekt koncowy u obu mutantow.

9) Wykorzystanie  populacji  mapujacej  liczacej 4952  osobnikoéw
F, rhll.b x ‘Morex’ pozwolitlo na bezposrednie zakotwiczeniec markeréw SNP
flankujgcych locus rhll na opublikowanej mapie fizycznej genomu jeczmienia

I wytypowanie genow kandydackich bez koniecznosci sekwencjonowania klonow
BAC.
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8. Streszczenie

Wioéniki korzeniowe sg elementem architektury korzenia stanowigcym istotng czesé
jego powierzchni. U wielu gatunkow ro$lin, w tym jeczmienia (Hordeum vulgare L.)
pierwszym etapem w procesie tworzenia wlosnikow jest roznicowanie komoérek ryzodermy
I w efekcie utworzenie dwoch typow komorek: trichoblastow, ktore wytwarzaja wypustke
wlosnikowa oraz atrichoblastow, ktore nie sa zdolne do wytworzenia wtosnika. W przypadku
jeczmienia réznicowanie trichoblastow i atrichoblastéw zalezy od niesymetrycznego
wydluzania si¢ komorek potomnych powstatych po symetrycznym podziale macierzystej
komorki ryzodermy. W rezultacie krotsze komorki staja sig trichoblastami.

Celem niniejszej pracy byta identyfikacja genu odpowiedzialnego za pierwszy etap
morfogenezy wtosnikow, tj. roznicowanie komorek ryzodermy U jeczmienia. Material badan
stanowity dwa alleliczne bezwlto$nikowe mutanty jeczmienia: rhll.b (root hairlessl),
otrzymany na drodze mutagenezy chemicznej odmiany ‘Karat’ i brb (bald root barley),
spontaniczny mutant odmiany ‘Pallas’. Gen rhll zostal wstepnie zlokalizowany
W chromosomie 7HS na podstawie wczesniejszych badan Katedry Genetyki US.
Prezentowane badania przedstawiaja strategi¢ izolacji genu, obejmujaca wyprowadzenie
populacji mapujacej, Stworzenie wysokorozdzielczej mapy genetycznej dla rejonu
chromosomu obejmujgcego badany gen, przejscie od mapy genetycznej na mape fizyczng
genomu jeczmienia, wytypowanie interwalu zawierajacego geny kandydackie,
sekwencjonowanie tych genow 1 identyfikacja mutacji, ktora moze by¢ odpowiedzialna za
fenotyp mutanta.

W pierwszym etapie badan wyprowadzono liczaca 4952 osobnikéw populacje mapujaca
pokolenia F, mutant rhll.b x odmiana ‘Morex’, na podstawie ktorej stworzono mape
genetyczng przy uzyciu markerow SSR, SNP oraz InDel. Markery wybrano na podstawie
analizy informacji literaturowych, dotyczacych map genetycznych jeczmienia, jak
i internetowych baz danych (Genome Zipper, Ensembl Plants). Genotypowanie wybranych
sekwencji ze zidentyfikowanym polimorfizmem SNP/InDel prowadzono z wykorzystaniem
subpopulacji mapujacej obejmujacej 1472 roslin F, oraz 228 rekombinantow miedzy locus
rhll a flankujacymi go na mapie genetycznej markerami SSR. Ostatecznie, po kilku rundach
wzbogacania mapy markerami SNP, zidentyfikowano sekwencje flankujace region genu rhil,
ktorymi byty: MLOC 4840 (2,2 cM od strony dystalnej genu) oraz MLOC_35776 (1,5 cM od
strony proksymalnej). Utworzony interwat o dtugosci 3,7 ¢cM, na mapie fizycznej genomu

jeczmienia, zamieszonej w bazie Ensembl Plants, obejmuje region o dlugosci 577 kpz.
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Wykorzystanie opublikowanej mapy fizycznej genomu jeczmienia pozwolito poming¢ etapy
,,chodzenia po chromosomie” w celu poszukiwania genéw kandydackich.

W  wytypowanym rejonie fizycznej mapy chromosomu 7HS jeczmienia
zidentyfikowano tylko pi¢¢ genow kandydackich, ktore poddano sekwencjonowaniu
u mutanta rhll.b i odmianic ‘Karat’. Tylko w jednym genie kandydackim,
HORVU7Hr1G030250, kodujagcym czynnik transkrypcyjny z rodziny bHLH,
zidentyfikowano mutacje A->T, roznigca mutanta od odmiany rodzicielskiej. Mutacja
wystapita w konstytutywnym miejscu splicingowym, mig¢dzy széstym eksonem a szostym
intronem i mogta prowadzi¢ do utraty miejsca akceptorowego splicingu. Wykazano ko-
segregacje genu kandydackiego HORVU7Hr1G030250 z fenotypem strefy wilosnikowej
korzeni w populacji mapujacej F, rhll.b x ‘Morex’.

Analiza in silico miejsca mutacji i okres$lenie jej potencjalnego wplywu na proces
splicingu oraz struktur¢ syntetyzowanego bialka wykazala, ze zmiana A>T w genie
HORVU7Hr1G030250 skutkuje zatrzymaniem ostatniego intronu, a w efekcie przesunigciem
ramki, synteza 71 nieprawidlowych aminokwasow i wprowadzeniem przedwczesnego kodonu
STOP w mRNA bezwlosnikowego mutanta rhll. Zatrzymanie intronu w mRNA genu
w korzeniach mutanta rhl1l.b potwierdzono eksperymentalnie. Analiza sekwencji biatkowej
genu HORVU7Hr1G030250 wskazata na obecnos¢ dwoch konserwowanych domen: bHLH
oraz LRL, kluczowych dla ich aktywnosci w procesie regulacji ekspresji genow. U mutanta
rhll.b, powstanie mRNA z przedwczesnym kodonem STOP moze prowadzi¢ do degradacji
transkryptu, o czym moze S$wiadczy¢ obnizona ekspresja genu HORVU7Hr1G030250
wykazana we wszystkich strefach korzeni mutanta, w porownaniu do odmiany ‘Karat’.
Skutkiem mutacji moze tez by¢ synteza biatka bHLH z nieprawidtowa sekwencja domeny
LRL, ktora u Arabidopsis bierze udziat w regulacji rozwoju wtosnikow.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze gen HORVU7Hr1G030250 jest najbardziej
prawdopodobnym kandydatem, mutacja w ktorym odpowiada za brak zrdznicowania
komorek epidermalnych korzenia. U allelicznego, do rhll.b, mutanta brb nie zidentyfikowano
jednak zadnej mutacji, zaréwno w genie HORVU7Hr1G030250 i jego sekwencjach
regulatorowych, jak i1 w pozostalych czterech genach z wyznaczonego interwatu.
W prezentowanej pracy przedyskutowano ten wynik w $wietle danych literaturowych oraz
przeprowadzonej dla obu bezwlo$nikowych mutantéw i ich odmian wyjsciowych analizy
profili ekspresji wybranych genow, bedacych mozliwymi genami docelowymi dla
HORVU7Hr1G030250.
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9. Summary

Root hairs are the part of root architecture contributing significantly to the root surface
area. In many species including barley (Hordeum vulgare L), the patterning of rhizodermis is
the first stage of root hairs development. It results in the formation of two types of cells:
trichoblasts, which became the root hair cells and atrichoblasts, which are not capable of
producing the root hairs. In H. vulgare trichoblasts and atrichoblasts differentiation depends
on the asymmetrical elongation of daughter cells that are produced after symmetrical division
of their mother cell. As a result, the shorter cells develop into the trichoblasts.

The aim of this study was to identify a gene responsible for the first stage of barley
root hairs morphogenesis, i.e. the rhizodermis differentiation in barley. A root hairless mutant
rhl1l.b (root hairlessl) obtained after chemical mutagenesis of variety ‘Karat” was used in the
study. Additionally, a spontaneous root hairless mutant brb (bald root barley) from cv.
‘Pallas' was analyzed. In previous studies of the Department of Genetics, University of
Silesia, the rhl1 gene was mapped on chromosomes 7HS. The presented thesis demonstrates a
map-based gene isolation approach, comprising of: development of mapping population and
construction of high resolution genetic map of the region of interest, transition from genetic
map to the physical map of barley, selection and sequencing candidate genes, and the
identification of a mutation, which may be responsible for the mutant phenotype.

At first, mapping population consisting of 4952 F, individuals was derived from the
cross between rhll.b mutant and ‘Morex’ variety. Based on this population, the genetic map
was developed using SSR, SNP and InDel markers. The markers were selected from literature
data on barley genetic maps and the internet databases (Genome Zipper, Ensembl Plants).
Genotyping of the polymorphic SNP/InDel markers was performed using a sub-population of
1472 F, plants and for 228 recombinants between the SSRs flanking rhll locus. Finally,
following several rounds of map enrichment, the markers flanking the rhl1 gene region were
identified: MLOC 4840 (2.2 cM distal from the gene position) and MLOC_35776 (1.5 cM at
the proximal site of the gene). They established an interval of a total length of 3.7 cM, which
corresponds to 577 kbp region on the physical map of barley genome, according to Ensembl
Plant database. The utilization of published physical barley genome map allowed to skip the
“chromosome walking” phase of candidate gene search.

Five candidate genes were identified within the physical interval on the 7HS
chromosome, and all of them were sequenced in rhl1l.b mutant and ‘Karat’ variety. Only in

139



one candidate gene, HORVU7Hr1G030250 (MLOC _38567) the A->T mutation was
identified, differing the mutant from its parent variety. The mutation was located in the 3’
splice-junction site, between sixth exon and sixth intron and it lead to the loss of splicing
acceptor site. The co-segregation of the candidate gene with the root hair phenotype was
confirmed, based on the analysis of F, rhll.b x ‘Morex’mapping population.

The in silico analysis of the mutation site and its potential influence on the splicing
process and the structure of the synthesized protein showed that the mutation causes the
retention of the of last intron, the frameshift, the synthesis of 71 abnormal amino acids and the
introduction of premature STOP codon in mMRNA of rhl1l mutant. The intron retention in the
MRNA of the gene in the mutant rhl1.b roots was confirmed experimentally. The analysis of
protein sequence encoded by HORVU7Hr1G030250 gene resulted in the identification of
two conserved domains: bHLH and LRL, which are the key elements for the regulatory
properties of bHLH transcription factor protein.

In rhil.b mutant, the synthesis of mMRNA with a premature STOP codon can lead to
transcript degradation, as the reduced expression of the HORVU7Hr1G030250 gene in all
root zones of the mutant, compared to the 'Karat' variety, was observed. The mutation may
also result in the synthesis of the bHLH protein with the abnormal sequence of the LRL
domain, which in Arabidopsis is involved in the regulation of root hair development.

The above mentioned findings suggest that the HORVU7Hr1G030250 gene is the
most promising candidate responsible for the rhizodermis patterning in barley and that the
identified mutation causes the lack of root epidermal cells differentiation. We did not find any
changes between brb mutant, allelic to rhll.b, and its parent variety ‘Pallas’ in the sequence
of HORVU7Hr1G030250 candidate gene, both in the gene body and a substantial region of
upstream and downstream sequences, neither in any other candidate genes. In the presented
thesis, this result was discussed in the light of the literature data and the analysis of the
expression profiles of selected genes that may be the possible target genes for
HORVU7Hr1G030250. Such analysis was performed for both hairless mutants and their

parent varieties.
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10. Aneks

Tabela 10.1. Sktad buforu ekstrakcyjnego mikro C-TAB (100 ml).
Skladnik Ilos¢ Koncentracja
C-TAB 2g 2%
Tris-HCI 1 M pH=8 10 ml 100 mM
EDTA 0,5 M pH=8 4 ml 20 mM
NaCl 5 M 28 ml 1,4 M
B-merkaptoetanol 1 ml 1%
ddH,O do 100 ml
Tabela 10.2. Sktad buforu TE (100 ml).
Skladnik Ilosé Koncentracja
Tris-HCI 1 M pH=8 1 ml 10 mM
EDTA 0,5 M pH=8 200 pl 1mM
ddH,0 do 100 ml
Tabela 10.3. Sktad roztworu RNAzyA (1,1 ml).
Skladnik Tlos¢ Koncentracja
0,01 M Octan sodu pH (5,2) 1ml 9 mM
RNAzaA 10 mg 1mM
1 M Tris HCI (pH 7,2) 0,1 ml 90 mM

Tabela 10.4. Sktad roztwor 6% zelu poliakrylamidowego (20 ml).

Skladnik Tlosé
7 M mocznik 849
10x TBE 2ml
30% akrylamid/bisakrylamid 4 mi

10% APS 150 pl

TEMED 15 pl

ddH,0 do 20 ml
TBE - Tris/Borate/EDTA, APS — AmmoniumPerSulfate (nadsiarczan amonu), TEMED - N,N,N',N'-

TEtraMethylEthyleneDiamine (N, N, N',N'-TEtraMetyloEtylenoDwuamina)

Tabela 10.5. Sktad buforu 10x TBE uzywanego do elektroforezy (1 1).

Ilosé

Skladnik
Tris-HCI 162 g
Kwas borowy 2754
EDTA 93¢
ddH,0 do 1000 ml

EDTA - EthyleneDiamineTetraAcetate (kwas etylenodiaminotetraoctowy)
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Tabela 10.6. Sktad buforu do tadowania z formamidem, tzw. ,,stop bufor” (10 ml).

Skladnik Tlos¢
Formamid (Sigma) 8,8 ml
Bromophenol Blue/Xylene Cyanol (Sigma) 1ml
EDTA 0,5 M pH=8 200 ul
Tabela 10.7. Sktad buforu do tadowania z sacharoza (5 ml).
Skladnik Tlos¢
Sacharoza (Sigma) 29
Bromophenol Blue/Xylene Cyanol (Sigma) 0,2 ml
ddH20 4,8 ml
Tabela 10.8. Bufor 10 x dla CEL | — NIOB (1 I).
Skladnik Tlos¢
MgSO,, 1M 100 mi
Hepes, 1M, pH 7.0 100 mi
KCI, 2M 50 ml
Triton X-100, 10% 2 ml
BSA, 20 mg/ml 100 pl
ddH20 648 ml
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Tabela 10.9. Sekwencje starterow, specyficzne warunki PCR dla genotypowania markerow SSR.

Nazwa markera
scssr07970
GBM1464

EBmatc0016

Starter forward
TGCATTGGGAGTGCTAGG
ATAGCCGTGCTCTTGCTCAT

CCAACCAAGATAATGTGCTTG

Starter reverse

TGCAAGAAGCCAAGAATACC

CAAGACCACCATTTGCATTG

ATCCTTATGCTCCTCGCTG

Temp. przylaczania

staterow
60°C

60°C (AT= -0.5°C)

55°C

65°C (AT= -0.5°C)

60°C

Liczba cykli

PCR
25

10
25
5

23

Tabela 10.10. Sekwencje starterow, specyficzne warunki PCR 1 metody genotypowania, ktore zostaty uzyte w analizie segregacji markeréw w populacji

mapujace;j.

Temp. . Liczb_a Metoda Temperatura
Nazwa markera Starter forward Starter reverse przylaczania  cykli . Enzym : -
stateréw PCR genotypowania inkubacji

MLOC_56159 TCATCTGCTTGTATGGAACTGC CAGCGACGGTAGGGTAACAC 58°C 33 CAPS Taql 65°C

MLOC_35776 GGGACGAATTTGGGCAACTG CACTTGCAGACTCACTCGGT 58°C 33 CAPS BstNI 37°C

MLOC_35776 GGGACGAATTTGGGCAACTG CACTTGCAGACTCACTCGGT 58°C 32 CAPS Taql 65°C

MLOC_58272 TGCTCCCGATGATGAATGAC CGTGGGTAGAATGTGTGTGC 60°C 35 CAPS EcoRl 37°C

MLOC_61391 ATGCTCCTGTATCGACAGCG CCAATTTTGCAAGGTCGGCA 58°C 33 CAPS Pstl 37°C

2 1491 GTGTGACCGCCTCTACATCA GCATAAACCAACTCCACGAGA 56°C 35 CAPS Mlul 37°C

MLOC_36745 GTTGGTGGGTTAGCTCCCTC CAGGAATGCACGATTGCTCG 57°C 33 CAPS BshNI 37°C
MLOC_61880 CGTCTTTAGGGTCAGGTTGG CTGGTTGGTGGTTGTCACTG 58°C 33 InDel - -
MLOC_74692 GACGAGAAGCGGATGAAGAG CCAGGGAAAGTGCGTGAG 60°C 29 InDel - -
MLOC_12900 CCTCCGCCACTGAGTTAGAG AATGCCGTATGCTGGTAAGG 60°C 35 InDel - -
MLOC_56157 GCCAGGAAAGGGTCTGATGG GCTGAAGGAAGTTGTCGTGC 60°C 35 InDel - -
MLOC_38567 CTGTCTAGCTCACGGGTCAC CGCACGCTTCGACGG 58°C 33 InDel - -
MLOC_56157 GCCAGGAAAGGGTCTGATGG GCTGAAGGAAGTTGTCGTGC 58°C 35 InDel - -
30752 CAGTCTCGCATCTTGAGTTCC ACTATGGCCAGCCTCAGAGA 56°C 40 HRM - -
MLOC_38567 TGAAAGCCAGGAATCTCTCC CAGAAGCAGGGAAACACAGA 58°C 33 EcoTILLING - -
HORVU7Hr1G030280 GCACCCCGTACTGTTGTTTG GAGTCCTCCTGAATTACCGTT 60°C 33 CAPS - -
HORVU7Hr1G030290 GTGGACCGCGACAGGAG CACCCATTTCCCGCCATCTC 57°C 32 InDel - -
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Tabela 10.11. Sktad mieszaniny do amplifikacji PCR dla loci: 2_1491; 1 0772; 3_0752.

Sktadnik
ddH20

10 x PCR bufor
dNTPs (50 ng/ul, Sigma-Aldrich)
starter forward (100 ng/ul, Sigma-Aldrich)
starter reverse (100 ng/ul, Sigma-Aldrich)
DyNAzyme II DNA Polimeraza (2 U/pl,
Finnzymes)
Matryca DNA
Calkowita objetosc¢

Tabela 10.12. Sktad mieszaniny do amplifikacji PCR dla loci: MLOC_36745, MLOC_61880,
MLOC_74692, MLOC_58272, MLOC_56159, MLOC_56157, MLOC_35776, MLOC_12900.

Sktadnik
ddH20

10 x PCR bufor
dNTPs (50 ng/ul, Sigma-Aldrich)
starter forward (100 ng/pl, Sigma-Aldrich)
starter reverse (100 ng/ul, Sigma-Aldrich)
Polimeraza ColorTaq (EUR) (2 U/ul, Finnzymes)
Matryca DNA
Calkowita objetosc

Tabela 10.13. Sktad mieszaniny do amplifikacji PCR dla locus HORVU7Hr1G030250 In/Del.

Sktadnik
ddH20

Maxima Hot Start PCR Master Mix (Thermo
Scientific)
starter forward (100 ng/pul, Sigma-Aldrich)
starter reverse (100 ng/ul, Sigma-Aldrich)
Matryca DNA
Calkowita objetos¢

Tlo$é (ul)
12,5

2
1
0,5
0,5

0,5

3
20

Tosé (ul)
13,5

2
1
0,5
0,5
0,5
2
20

Tos¢ (ul)
6

10

0,5
0,5
2
20
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Tabela 10.14. Sktad mieszaniny do amplifikacji PCR dla loci: MLOC_56159; MLOC_35776;
MLOC_35776; MLOC_58272; MLOC_61391; 2_1491; MLOC_36745.

Sktadnik Tlos¢ (ul)
ddH20 5,5
produkt PCR 2,5
bufor (detykowany dla enzymu) 1
enzym 1
Calkowita objetos¢ 10

Tabela 10.15. Sktad mieszaniny do amplifikacji PCR dla locus 1_0772.

Sktadnik Tlose (ul)
ddH20 6,5
produkt PCR 2,5
bufor Tango 0,5
Enzym Esp3l 0,5
Catkowita objetos¢ 10
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Rycina 10.1. Fragmenty chromatograméw w kierunku forward oraz odwrécone komplementarnie sekwencje reverse, utworzone za pomoca programu CodonCode Aligner.
Poroéwnanie sekwencji amplikonéw dla odmiany ‘Morex’ oraz mutanta rhll.b. (A) Chromatogramy potwierdzajace obecno$¢ zmiany CG - TA w pozycji 228 fragmentu
2 1491. (B) Chromatogramy potwierdzajace obecnos¢ zmiany AT = GC w pozycji 272 fragmentu 1 _0772. (C) Chromatogramy potwierdzajace obecno$¢ zmiany CG > AT
w pozycji 540. fragmentu 3_0752. (D) Chromatogramy potwierdzajace obecno$¢ zmiany GC - AT w pozycji 650 fragmentu 3 530. (E) Chromatogramy potwierdzajace
obecno$¢ zmiany AT > TA w pozycji 114 fragmentu 00460. Kolor zielony — adenina, czerwony - tymina, czarny — guanina, niebieski — cytozyna, czerwona strzatka —
pozycja zmiany.
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Rycina 10.2 . Fragmenty chromatograméw w kierunku forward oraz odwrocone komplementarnie sekwenqe reverse, utworzone za pomoca programu CodonCode Aligner.
Poroéwnanie sekwencji amplikonéw dla odmiany ‘Morex’ oraz mutanta rhll.b. (A) Chromatogramy potwierdzajace obecnos$¢ zmiany G - C w pozycji 403 fragmentu
MLOC_36745. (B) . Chromatogramy potwierdzajace obecno$¢ zmiany typu In/Del o dtugosci 43 nukleotydéw dla fragmentu MLOC_61880. (C) . Chromatogramy
potwierdzajace obecno$¢ zmiany C->G w pozycji 532 fragmentu MLOC_61391. (D) Chromatogramy potwierdzajace obecno$¢ zmiany typu In/Del o dtugosci 198
nukleotydéw dla fragmentu MLOC_74692. (E) Chromatogramy potwierdzajace obecno$¢ zmiany G->A w pozycji 374 fragmentu MLOC_58272. Kolor zielony — adenina,
czerwony - tymina, czarny — guanina, niebieski — cytozyna, czerwona strzatka — pozycja zmiany.
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Rycina 10.3. Fragmenty chromatograméw w kierunku forward oraz odwrdcone komplementarnie sekwencje reverse, utworzone za pomocg programu
CodonCode Aligner. Poréwnanie sekwencji amplikonéw dla odmiany ‘Morex’ oraz mutanta rhll.b. (A) Chromatogramy potwierdzajg obecnos$¢ zmiany typu
In/Del o dlugosci 147 nukleotydow dla fragmentu MLOC_12900. (B) Chromatogramy potwierdzaja obecno$¢ zmiany A->G w pozycji 181 fragmentu
MLOC_56159. (C Chromatogramy potwierdzajg obecnos¢ zmiany T->G w pozycji 246 fragmentu MLOC_35776. (D) Chromatogramy potwierdzajg
obecno$¢ zmiany typu In/Del o dtugosci 84 nukleotydéw dla fragmentu MLOC_56157. Kolor zielony — adenina, czerwony - tymina, czarny — guanina,
niebieski — cytozyna, czerwona strzatka — pozycja zmiany.
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Tabela 10.16. Polimorficzne markery zidentyfikowane dla genotypow rodzicielskich populacji mapujacej rhll.b x ‘Morex’.

Nazwa Genetyczna pozycja In/ . 6
markera markera® SNP? Del*  Enzym* ‘Morex”’ rhll.b® Referencje
30242 36,77 5 3 - - -
1 1068 37,55 - - - - -
2 0126 37,55 12 - Ndel 501, 760 1261
3_1305 40,96 1 - BstNI, PspGl 408, 180 588
2 1292 41,58 - - - - -
1 0576 41,85 - - - - -
1 0327 42,60 - ; i -
10979 43,38 3 - BsmAl, BcoDI 707,193, 284 707,193, 5, 379 GenomeZipper
3 0143 45,71 2 - - i ;
2 1528 46,19 3 - Sphl 1195 475, 720
2 1491 48,90 4 Mlul 228, 57 285
2_0357 49,68 - - - - -
30752 53,60 2 - - - -
285, 178, 53, 149, 285, 178,
20074 o437 2 Alul 23 202,23
1 0772 54,37 4 - Esp3l 1301 277,1024
30530 23,95 5 BstEIl 811 361, 450
2 0014 15,22 4 - BaeGl 566 119, 447
2 1460 18,49 - - - - -
izgjgg gfgg L : : : Close i inni, 2009
2 1232 49,68 - - - - -
3 0576 58,57 1 - ApalLl 277, 406 683
1 0327 42,60 3 1 BstUI 90, 667 757
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Tabla 10.16.c.d.

Nazwa Genetyczna pozycja In/ . 6
markera markera® SNP?> Del’  Enzym* ‘Morex”’ rhl1.b® Referencje
2 0113 56,81 1 - - - -
2_1326 49,68 2 - Hpy188I1I 22,188, 38 22,188, 13,25 Mufioz-Amatriain i inni, 2011
2 0150 43,73 - - - - -
GBS0759 32.7 7 BspMI 632, 615 542, 590, 657 Stain i inni, 2007
01208 81.05 - - - - -
00460 74.96 1 - - - -
14397 68,791 - - - - - GrainGenes, Rostoks i inni,
17091 69,068 1 Xmal, TspMl, 578, 200 778 2005
Aval
00460 74,96 1 - - - -
GrainGenes,Hordeum-
1 1451 27.36 3 - Eagl 463 108, 355 PilotOPA1-7H

1. Genetyczna pozycja markera odnosi sie do mapy zrodtowej (cM)

2
3
4
5
6

- Liczba zmian typu SNP wykrytych w amplikonie
- Liczba zmian typu insercja/delecja wykrytych w amplikonie
- Enzym, ktoéry moze zosta¢ uzyty w procedurze CAPS

- Spodziewana dlugos¢ fragmentdw uzyskana po trawieniu enzymem
- referencje odnoszg si¢ wylacznie do nazwy i genetycznej pozycji markera w opublikowanych mapach
Na czerwono oznaczono markery, ktore zostaty wybrane do wstgpnego typowania poszukiwanego interwatu
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Tabela 10.17. Poszukiwanie polimorficznych markeréw dla genotypdw rodzicielskich populacji, mapujacej na podstawie mapy fizycznej zamieszczonej w
bazie Ensemble Plants.

Poczatek

Koniec

Sumaryczna dlugos¢

Kolejnos¢® Nazwa  sekwencji  sekwencji SNP* Del® Typ Enzym®  ‘Morex’’ rhil.b®  zsekwencjonowanych
2 3 markera R
(bp) (bp) fragmentow
MLOC_7
1 coo 58065830 58976425 - - i ] i i 1519
3 Mzgﬁ—? 58995820 58998118 2 -  CAPS  Mspl 811 239, 572 2363
5 M';gfj 50030603 59031757 4 -  CAPS  BstNI 748 398, 350 748
108 MLOC3  o1785519 61761086 14 - caps  DshNI 797 401, 396 2333
6745 (Banl)
MLOC 1
227 So--' 63531226 63534872 4 - CAPS  BICl 206,627 833 1636
249 M|_9(31§_9 64820794 64825480 - - i ; i i 1013
251 M'é%%—:* 64830136 64840483 1 -  CAPS  Mval 227 606 833 833
311 Mligs%_G 66442756 66449286 3 1 In/Del ] 653 696 653
312 M'Igfl—l 66481928 66485731 4 -  CAPS  Sspl 977 503, 474 977
313 M'igfl—G 66485008 66492016 1 - i ] i i 773
318 M'églg—l 66540153 66544369 5 -  CAPS  Fspl 810 577, 233 810
334 M'g%ij 66926619 66929771 3 -  CAPS  Mnll 699 108, 591 699
MLOC 1
341 Coy 67034822 67038961 2 1 CAPS  MICI 343,717 1060 1060
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Tabela 10.17. c.d.

Kolejnosé

346
347
350
355
369
374
375
376
377
378
379
380
383

384

1

Nazwa

MLOC_3
5776
MLOC_5
940
MLOC_3
9064
MLOC_3
8567
MLOC_3
6656
MLOC_5
6155
MLOC_5
6157
MLOC_5
6159
MLOC_5
7064
MLOC_4
434
MLOC_4
435
MLOC_5
8272
MLOC_6
1391
MLOC_5
8719

Poczatek
sekwencji

(bp)®
67163982

67175341
67198254
67230438
67348493
67429877
67433344
67444224
67464667
67482264
67487099
67509069
67541490

67550160

Koniec
sekwencji

(bp)®
67167116

67176694
67199822
67232572
67350321
67432510
67441064
67449501
67477448
67486821
67490123
67510545
67547114

67555655

SNP*

16

22

33

13

27

10

Del®

Typ
markera

CAPS
CAPS
CAPS
In/Del
CAPS
CAPS
In/Del

CAPS

CAPS
CAPS
CAPS
CAPS

CAPS

Enzym®

BstNI
BstUI

MIuCl

BstUI

Taql

Taql

Mspl
Msel
EcoRlI
Pstl

MslI

‘Morex’’

943

132, 153,
263, 294

59, 684
70
289, 449
653

856

45,132,110

174,173,
481

908, 88
844
533, 244

50, 750

rhl1.b®

244, 699

285, 263,
294
102, 582,
260

65
738
445, 208
772

45, 197

347, 481
996
375, 469

77

50, 297,
453

Sumaryczna dlugos¢
zsekwencjonowanych

fragmentow

2299
2272
2683
3167
3029
3568
8181
5686
1084
3056
2406
1469
1376

800
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Tabela 10.17. c.d.

Kolejnoéc’1

387

388

389

390

402

430

503

599

631

642

645

673

674

719

Nazwa

MLOC_4
4331
MLOC_6
2371
MLOC_3
6826
MLOC_7
0006
MLOC_1
3217
MLOC_8
2034
MLOC_6
104
MLOC_5
9503
MLOC_1
0967
MLOC_1
1770
MLOC_1
8163
MLOC_5
181
MLOC_1
4832
MLOC_4
4139

Poczatek
sekwencji

(bp)®
67621924

67635926
67640720
67667686
67921078
69711705
71668166
74844413
75686073
75976522
76225940
77876851
77884660

81056752

Koniec
sekwencji

(bp)®
67624184

67640619
67646441
67668471
67926525
69716898
71669141
74849995
75693763
75983386
76229941
77882927
77888481

81067292

SNP*

De|5 Typ
markera
- CAPS
- CAPS
1 In/Del
- CAPS
1 CAPS
1 CAPS
- CAPS
- CAPS
1 CAPS
1 In/Del

Enzym®

Scal

Taql

FspEl

Taql

BstXI

Tsp45l

BstZ171

Mwol

‘Morex’’

602, 140
766
683

115, 375

328, 531

78, 454, 253

766

266, 403

758

631

rhl1.b®

742
508, 258
660

490

328, 58,
470

78, 707

320, 446

669

328, 430

642

742

766

683

490

1574

859

1252

1860

2567

781

900

603

631

698

Sumaryczna dlugos¢
zsekwencjonowanych
fragmentow
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Tabela 10.17. c.d.

. 1
Kolejnosé

721
1015
1039
1063
1078
1079
1082

1100
1117

1119
1120
1146

1170

Nazwa

MLOC_1
2900
MLOC_2
0738
MLOC_7
0612
MLOC_7
7739
MLOC_
62557
MLOC_3
8681
MLOC_3
9145
MLOC_5
4177

MLOC_3
5169

MLOC_2
4404
MLOC_
43495
MLOC_5
2260
MLOC_2
1648

Poczatek
sekwencji

(bp)*
81093417

89432182
90428203
90773348
91152635
91203275
91654325

91664716
91921874

91940426
92184238
93257443

94523824

Koniec
sekwencji

(bp)®
81095124

89435640
90432110
90775411
91153644
91208627
91663246

91668602
91923505

91943261
92187230
93260002

94526644

SNP?

Del®

Typ
markera

In/Del

CAPS

Enzym®

Bsp1286 310, 90, 297,

‘Morex’’

731

620

119

rhl1.b®

878

495, 125

310, 17,
72, 297,
119

Sumaryczna dhugos$¢
zsekwencjonowanych

fragmentow

878
1537
620
801
770
829
765

632

816

706
794
668

874
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Tabela 10.17. c.d.

. 1
Kolejnosé

1203
1390
1403
1518
1636
1645
1656
1701
1713
1760
2253
2257
2918

3071

Nazwa

MLOC_
74692
MLOC_4
3743
MLOC_
59079
MLOC_7
0690
MLOC_6
5749
MLOC_2
1655
MLOC_5
1348
MLOC_6
4842
MLOC_7
820
MLOC_6
6504
MLOC_5
2332
MLOC_6
3507
MLOC_5
9092
MLOC_7
1028

Poczatek
sekwencji

(bp)*
96923046

106988290
107886967
111565353
117906286
118183934
118757147
120053348
120268979
121307117
136313164
136397466
158283767

162957791

Koniec
sekwencji

(bp)®
96923798

106993579
107891774
111567834
117912138
118187943
118763872
120064019
120270295
121309514
136314932
136406030
158293851

162962378

SNP?

Del®

Typ
markera

In/Del

CAPS

In/Del

CAPS

Enzym®

BsiHKAI

‘Morex’’

947

427, 477

658

120, 620

rhl1.b®

749

903

687

740

278, 694

947

657

668

900

687

997

740

683

602

748

959

972

614

876

Sumaryczna dhugos$¢
zsekwencjonowanych
fragmentow
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Tabela 10.17. c.d.

Poczatek
Kolejnos¢® Nazwa  sekwencji
(bp)*
MLOC_6
3094 1712 163257403
MLOC._1
3113 5283 163642319

sekwencji

163263046

163649998

Sumaryczna dlugos¢
rhil.b®  zsekwencjonowanych
fragmentow

- 682

- 609

! _Kolejno$é¢ genéw wedtug ich fizycznej pozycji w wybranym interwale obejmujacym 105 962 853 pz; “*° — fizyczna pozycja markera wedtug bazy Ensembl Plants ; *—
liczba zmian typu SNP wykrytych we wszystkich sekwencjonowanych fragmentach; °— liczba zmian typu insercja/delecja wykrytych we wszystkich sekwencjonowanych
fragmentach; ° — enzym, ktéry moze by¢ uzyty w procedurze CAPS; " ® — spodziewana dtugo$¢ fragmentéw uzyskana po trawieniu enzymem. Na czerwono oznaczono

markery wybrane do genotypowania populacji mapujace;j.
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Tabela 10.18. Lista startero6w stosowanych do sekwencjonowania genow kandydackich.

Nazwa markera Fizyczna Iokalizacja1 Starter forward Starter reverse Numer
amplifikowanego
mLoc Ip® HORVU ID* Poczatek Koniec fragmentu
sekwencji  sekwencji
[pz] [pz]

MLOC_39064 HORVU7Hr1G030220 59281749 59405678 ACGGTACACGACGAAATCTCC ACCCGCACTCCTGTTGTAAG 1
CCCGCACTCCTGTTGTAAGT TTGAGGTGGACAAGATGCCC 2
GGTGAAGTCGTCCTCGTGTT TGGCTTGCCCATAAGTTCCA 3
ATGTTGGGGAGATTCCAATG TCTTGGTCATGCAATCCTACA 4
TCTTAGGTCTCGTCAGGCCA GCTGTTGCCTTGTGACCATG 5
MLOC_38567 HORVU7Hr1G030250 59304396 59307416 TTACGCAAACACCACAACGG CGTTCGGCACTAGATCGGAG 1
GCAGAAACGCGATCTAGAGG TTTCCTGACCATAGGCAAGTG 2
ATTCCTCCGGTGTCAGTGAG ATTTGTGTCAAGCACCACCA 3
TGTGGCCTATTTTACAGGGTCT GGGAAAGAATAGCGGGAAAG 4
ACCCTCTCCCTAGGTTCTCG GTCGGCTTTACCAGGATTCA 5
CGAAGCCGACTTGAATCCTGG CACAGGTGCATGCAAGTTCGT 6
ACCTGTGCGAACTACGATCC CCTGCGTTTCCCATCGACC 7
CGCTACGCTATGCTATGCTATG GGGAGAGATTCCTGGCTTTC 8
'TGAAAGCCAGGAATCTCTCC 'CAGAAGCAGGGAAACACAGA 9

TTGGATTGTTGATTCGCAGA GTGGTGGCGGAGGAGATG 10

**GATGATGGAGGAGGACATGG **CTCGCAACTAATCACCAGCA 11

CAAAGCCAGCACCCGTTC TGGAGGAAGTCGTGGTAAGC 12

*TGCCTAAAGACGATGAACACA *CCTCTGACCCTGTTGCTTGT 13

ACAGGTGCGATGATGGTGT TCGCTTAGGTAGGCATTGAGA 14

L. sekwencje starteréw uzytych w procedurze EcoTILLING w celu analizy segregacji mutacji A>T zidentyfikowanej pomiedzy mutantem rhl1.b a odmiana ‘Karat’.
*- zastosowano reagenty Maxima Hot Start PCR Master Mix (Thermo Scientific)
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Tabela 10.18. c.d.

Nazwa markera

o . .1
Fizyczna lokalizacja

Numer
3 4 Poczatelf. Koniec . Starter forward Starter reverse amplifikowanego
MLOCID HORVU ID sekwencji | sekwencji fragmentu
[pz] [pz]
*TTTAGTCCCGGCCCAGAG *CATTGTTACTGAGGCATTGTCA 1
*AAGGCCCGTTTTCCACTA *AGACGAAGACCCGCACAG 2
CGTTCTCCCTCGAACAGAGT CGGATGACGCCCAACATAGA 3
MLOC_17531 HORVU7Hr1G030270 59574895 59578109 TCTATGTTGGGCGTCATCCG ACAGTGGCAGGTTAGAGTTGG 4
TCCAACTCTAACCTGCCACTG AAGCCAAGTGAGTCTGCCAA 5
GCAGACTCACTTGGCTTCAC GGCTAGGACGCTGGATCTCT 6
*TGTTTCCCGGACTTCATTTC *AATGTGGTGTCCCTTCTTGG 7
ATGCGAGGGAGTTGCATGAT CAAACAACAGTACGGGGTGC 1
TGCACCCCGTACTGTTGTT AACGGTAATTCAGGAGGACTCA 2
MLOC_36656 | HORVU7Hr1G030280 | 59708784 | 59710757 *AATTTTGGTGGATTGGTGGA *ACCCCTTGTGGAGACATGAG 3
GACGGGCTTCAGGATTATGC ATACCAAGCGAGGTTCAGAGT 4
TCATGTGAGTTCTGGCAAGG TCGAGACCCTCTGATCGAAT 5
*TAGCGTGTCGTCTCTGATGG *CCAGCTTGCTTGCTTATTCC 1
ACCCACCTACGGGAATAAGC GATGGTCTCGTGCCTGATCT 2
MLOC_75365 | HORVU7Hr1G030290 | 59712810 | 59715186
TGGAGCTGAACAAGATGGTG TCCTCCTCGTCGTAGTCCTC 3
GTCGGAGATCAGGCACGAG GGGACACGAGCTTTGCGG 4

*- zastosowano reagenty Maxima Hot Start PCR Master Mix (Thermo Scientific)
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Tabela 10.19. Warunki przygotowania prob w celu sekwencjonowania genow kandydackich. Numery
fragmentow podano zgodnie z tabela 10.18.

Identyfikator genu 'N'umer Temp. . Lic'zba
amplifikowanego przytaczania cykli PCR
MLOC HORVU fragmentu stateréw
1 58°C 28
2 60°C 32
MLOC_39064 HORVU7Hr1G030220 3 59°C 28
4 60°C 33
5 60°C 33
1 58°C 33
2 60°C 33
3 61°C 32
4 61°C 32
5 61°C 32
68°C 2
6 52°C 3
58°C 29
MLOC_38567 HORVU7Hr1G030250 68°C 2
7 52°C 3
58°C 29
56°C 32
58°C 32
10 58°C 32
68°C 2
11 62°C 3
60°C 29
12 58°C 32
68°C 2
13 62°C 3
MLOC_38567 | HORVU7Hr1G030250 60°C 29
14 58°C 33
1 60°C 33
2 60°C 33
3 58°C 33
MLOC_17531 HORVU7Hr1G030270 4 58°C 33
5 58°C 33
6 58°C 33
7 60°C 33
1 56°C 35
2 56°C 36
MLOC_36656 HORVU7Hr1G030280 3 58°C 36
4 60°C 36
5 56°C 36
1 58°C 36
2 56°C 36
MLOC_75365 HORVU7Hr1G030290
- 3 58°C 33
4 58°C 33
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Tab. 10.20. Lista starterow stosowanych do rekacji qPCR dla gendéw. Kolorem pomaranczowym oznaczono gen kandydacki kodujacy czynnik transkrypcyjny

z domeng bHLH.
MLOC! HORVU® Prawdopodobny produkt Starter forward Starter reverse
biatkowy
MLOC 21703 | HORVU7Hr1G081740 endotransglikozylaza CACCATCTACGACTACTGCG TACTGTTCCATGTCGCACTC
ksyloglukanu
MLOC 60217 | HORVU2Hr1G097490 ekspansyna GCAAGTACAACGGGATGAAC TCAGCACGGAGAGGTAGAAC
MLOC 4597 | HORVU2Hr1G081920 biatko z powtérzeniami CAGCAAACGAAGTACGACCT AACAGAGCTGGTTTCGACAG
diesteroglicerofosforylowymi,
podobne do fosfodiesterazy i
zawierajgce kotwice
glikozylofosfatydylolinozytolow
3 / mozliwy ortolog genu
SHAVEN3 (SHV3);
MLOC 74876 | HORVU4Hr1G062120 RhoGTPase GDP / mozliwy GAAAGAAAGAAGGGCTCTGC CAGTGTCAAATTCCCAGTCC
ortolog genu
SCN1(SUPERCENTIPEDE1)

MLOC_75055 | HORVU7Hr1G119340 ekspansyna ATGATTGACATGCAGCCCC TCCTTGTACGAAAGCTACGC

brak HORVU7Hr1G046210 arabinoglaktan ATCCGGGCTATAAGACTCCCTCT | ATTTGTGCCCTTGATGCTTGC

C G
MLOC 38567 | HORVU7Hr1G030250 czynnik transkrypcyjny z GGAGGATCAATGTCGGGGCAGA | ACGTTCGGCGATGCTGTGCGG
domeng bHLH

! _ Identyfikator MLOC - identyfikator genu zgodnie z wersja genomu jeczmienia 082214v1; * - Identyfikator HORVU - identyfikator genu wedlug wersji genomu jeczmienia
Hv_IBSC_PGSB_v2
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Rycina 10.4. Pordéwnanie sekwencji pomi¢dzy odmiang ‘Karat’, siostrzanymi bezwlosnikowymi

mutantami.

KARAT

rhll.a
rhll.c
rhll.b

GCGTCGACGTGGAATGAAATYCAGHCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGLCGGLGGG
GCGTCGACGTGGAATGAAATQCTGECGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGLCGGCGGE
GCGTCGACGTGGAATGAAATQCTGPHCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGLCGGLGEE
GCGTCGACGTGGAATGAAATQCTGPCGAACAGCAGCGCGAAGAGCAGCAACGGLCGGCGGE

R R R E R E S R E L R R R R R R R

Tabela 10.21. Lista numeréw akcesyjnych dla bialek rodziny bHLH Arabidopsis, wraz z ich
klasyfikacjag do podrodzin wedlug Heima (2003), ktore zostaly uzyte aby skonstruowa¢ drzewo

filogenetyczne.

AGI kod Identyfikator biatka Podrodzina AGI kod Iderl‘)ti‘a,::(:tor Podrodzina
At3g61950 NP_567121.1 At4g29930 NP_194722.2 lc
At3g24140 NP_189056.2 At4g16430 NP_193376.1
At2g46810 NP_001324834.1 At1g01260 NP_171634.1 id
At5g46690 NP_568666.1 At2g46510 NP_566078.1
At4g01460 NP_192055.1 Ia At4g00870 NP_567195.1
At5g65320 NP_201335.1 At1g32640 | NP_174541.1
At1g72210 NP_177366.1 At4g17880 NP_193522.1 e
At1g22490 NP_564171.1 At5g46760 NP_199488.1
At5g53210 NP_200133.2 At5g46830 NP_199495.1
At3g06120 NP_187263.1 At4g09820 NP_192720.2
At1g49770 NP_175399.2 At4g00480 NP_191957.2 e
At1g12540 NP_172715.4 At5g41315 | NP_001332705.1
At1g62975 NP_683462.1 At1g63650 NP_176552.1
At4g25410 NP_001320062.1 At2g227700 | NP_850031.2
At4g25400 NP_194270.2 At2g22760 NP_179861.2 Va
At5g51790 NP_199992.2 Ib At2g22750 | NP_001324634.1
At5g51780 NP_199991.1 At4g37850 NP_195498.3
At2g41240 NP_850349.1 At3g47640 NP_190348.1
At5g04150 NP_196035.2 At4g36060 NP_849566.1 IVb
At3g56970 NP_191256.1 At3g19860 | NP_001326099.1
At3g56980 NP_191257.1 At5g54680 NP_200279.1
At2g31210 NP_180679.2 At1g51070 NP_175518.1 Ve
At2g31220 NP_001318326.1 I At3g23210 |NP_001327796.1
At1g06170 NP_172107.1 At4g14410 NP_849383.1
At4g21330 NP_193864.1 At5g56960 NP_200506.1 Vd
At2g28160 NP_850114.1 lla At5g43650 NP_568589.1
At2g16910 NP_179283.2 At1g69010 NP_177064.1 Va
At5g65640 NP_569014.1 b At5g08130 |NP_001119190.1
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Tabela 10.21. c.d.

At5g10570 NP_196619.1 At1g68810 | NP_564944.1
At1g12860 NP_172746.2 At3g25710 | NP_189199.1 "
At3g26744 NP_189309.2 At3g56770 | NP_191236.1
At1g10610 NP_001321652.1 At2g41130 | NP_181646.1
At1g68240 NP_176991.2 llic At4g30980 | NP_001320095.1
At1g25310 NP_173902.1 At2g24260 | NP_180003.1
At3g59060 NP_851021.1 At5g58010 | NP_200609.1 XI
At2g43010 NP_001323426.1 Vila At1g03040 | NP_563672.1
At1g09530 NP_172424.1 At4g02590 | NP_567245.1
At4g28800 NP_001320084.1 At1g25300 | NP_564229.1
At4g28815 NP_001078463.1 At1g73830 | NP_177524.2
At4g28811 NP_001078462.1 At1g18400 | NP_173276.2
At4g28790 NP_001320083.1 At4g34530 | NP_195179.2
At2g20180 NP_001189559.1 At1g68920 | NP_177058.1
At2g46970 NP_182220.2 At1g26280 | NP_173950.1
At3g62090 NP_001078329.1 Vilb At5g48560 | NP_199667.1
At1g02340 NP_001323315.1 At3g07340 | NP_187390.1 .
At1g02340 NP_001323315.1 At1g10120 | NP_172483.4
At5g61270 NP_200935.2 At3g23690 | NP_189011.2
At4g00050 NP_191916.3 Vilb At2g42300 | NP_850368.1
At5g67110 NP_201512.1 At3g57800 | NP_850745.1
At4g63930 NP_568010.1 At1g59640 | NP_849829.1
At3g22100 NP_188848.1 At5g62610 | NP_201067.1
At1g30670 NP_174355.1 Villa At4g36540 | NP_195372.1
At2g34820 NP_181028.2 At2g18300 | NP_849976.1
At3g21330 NP_188770.1
At5g67060 NP_201507.1
At3g50330 NP_190602.1 Vilib
At5g09750 NP_196537.1
At4g00120 NP_191923.1
At1g27740 NP_564293.1
At2g14760 NP_001189527.1
At4g33880 NP_195114.2 Villc
At1g66470 NP_176820.1
At5g37800 NP_198596.1
At2g42280 NP_181757.2
At1g05805 NP_563749.1
At2g43140 NP_973670.1 x
At1g51140 NP_564583.1
At4g09180 NP_192657.1

At1g354460 NP_174776.1
At3g19500 NP_566639.1 «

At3g20640 NP_188700.1
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Tab. 10.22. Lista numerow akcesyjnych dla biatek rodziny bHLH Arabidopsis, wraz z ich klasyfikacjg

do podrodzin wedtug Toledo-Ortiz (2003).

Identyfikator

biatka Podrodzina

AAF79643 BAB08920 8

AAF75809 CAA17131

NM118673 1 BAA25078

NM118672 AAF97322

NM124557 BAA97217

AAC78547 BAA97365

CAB72167 5 CAB43668

CAB72168 AAC98450

NM120497 AAF78492

CAB71902 NM113586

CAB77716 CAB89386 2

AAC33499 NM125962

BAB01355 AAC64222

AAG51804 3 CAB79132

NM102098 AAD39586

NM124039 CAB80472

BAB11554 AAF07352

BAB09783 BAA95758 10
AAF30305 CAC00740

AAD20667 AAD11998

AAF80214 4 AAF07356

AAD20666 CAB93714 11
AAC63587 BAB08642

AAC63588 AAF24944

AAC63586 5 CAB79668

CAB38933 BAA99700

BAA97026 CAA20199

BAB09934 BAB02240 12
AAG50538 AAD21412

BAA95734 CAB81059

CAB78483 6 AAF98179

AAL55718 AAF15922

NM112876 BAB09865

NM114632 CAC05472 13
AAB72192 AAG52051

BAB08503 ! BAB10287
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Tab. 10.22. c.d.

CAB81011

BAA94988

AAF63634

AAF26082

AAB63827

14

AF428350

AAC34336

18

AAG27834

BAB10359

AAF24948

AAF87154

AAK15282

BAB10945

CAB80359

AAC33213

AAD24380

AAD22130

CAB86934

CAA22971-1

CAA22971-2

CAB81467

CAB80763

BAB08482

AAC34226

BAC10690

15

CAA19870

NP201507

CAB89355

CAB80770

BAB03046

CAB81914

19

AAC12822

AAD25754

NM102341

20

AAG13058

BAB11628

21

AAB88652

AAG50543

AAG12608

CAB78042

AAC64303

AAF29386

16

AAD25805

CAB80752

CAA18195

AADO03387

BAA97525

17

AAF24852

AAF25996

NP_564229

AAD15506

CAB80320

BAA97208

AAF07355

AAG29214

CAA18832

AAF02164

BAB10689

BAB01846

18
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Tab. 10.23. Dostepy biatek bHLH je¢czmienia, ryzu i Lotus japonicus, ktére zostaly uzyte

skonstruowa¢ drzewo filogenetyczne.

Nazwa  Gatunek Identyfikator Zrédto Referencje

genu biatka

Hvrhl1 barley n/a n/a b.d.
n/a barley AOA287VYJ5 InterPro b.d.
n/a barley AOA287VYP1 InterPro b.d.
n/a barley AOA287VYQ6 InterPro b.d.
n/a barley AOA287VZA4 InterPro b.d.
n/a barley AOA287VYNG6 InterPro b.d.

Osrhl1 rice BAD72512.1 NCBI Ding i inni, 2009
n/a rice BAD35276.1 NCBI b.d.
n/a rice BAD29274.1 NCBI b.d.
n/a rice AAP44685.1 NCBI b.d.

Ljrhl1 lotus ACP28172.1 NCBI Karas i inni,

2009
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11. Wykaz skrétow

AFLP — Amplified fragment length polymorphism
APS — Ammonium Per Sulfate

BC — Backcross

bHLH — basic Helix-Loop-Helix

brb — bald root barley

BSA — Bulk Segregant Analysis

CAPS — Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
Clyl — Cleistogamy 1

COW1 - CAN OF WORMS1

CPC - CAPRICE

C-TAB — hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide
DH — Doubled Haploids

EGL3 — ENHANCER OF GLABRA3

EST — Expressed Sequence Tags

ETC1 - ENHANCER OF TRYI CPC1

EXO70A1 - EXOCYST SUBUNIT EXO70 FAMILY PROTEIN Al
GL2 - GLABRA2

GL3 - GLABRA3

HRM - High Resolution Melting

HvPRX45 — PEROXIDASE 45

HvSGRA — Hordeum Vulgare Stage Green-Revertible Albino
InDel — Insertions Deletions

JKD — JACKDAW

LINE — Long Interspersed Nuclear Elements

LjLRL — LOTUS JAPONICUS ROOTHAIRLESS1-LIKE
LOD - Logarithm of the Odds

LTR — Long Terminal Repeats

Mla — Mildew resistance locus a

mlo — mildew resistance locus o

NCBI — National Center for Biotechnology Information
NIL — Near Isogenic Lines
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OsCSLD1 - Oryza sativa cellulose synthase-like D1
OsEXPBS5 — Oryza sativa Beta-expansin-5

OsFH1 — Oryza sativa Formin Homology1l

Osrhl1- Oryza sativa root hairless 1

OsSNDP1 — Oryza sativa Sec14-Nodulin Domain-Containing Protein 1
OsXXT1- Oryza sativa XYG XYLOSYL TRANSFERASE
PCR — polymerase chain reaction

PEV — Position Effect Variegation

RAPD — Random Amplification of Polymorphic DNA
RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism
RHD4 — ROOT HAIR DEFECTIVE4

RHD6 — ROOT HAIR DEFECTIVE6

rhll —root hairless 1

rhpl- root hair primordia 1

RIL — Recombinant Inbred Lines

ROS — Reactive Oxygen Species

RSL — ROOT HAIR DEFECTIVE SIX-LIKE

RTF — Replication Termination Factor

rym4 / rym5 — resistance to yellow mosaic 4 / 5

SCM - SCRAMBLED

SHV3 — SHAVEN3

SNP — Single Nucleotide Polymorphism

SSNC — Second Site Noncomplementation

SSR — Simple Sequence Repeats

STS — Sequence-Tagged Site

TBE — Tris/Borate/EDTA

TEMED - TEMED —N,N,N',N'-TEtraMethylEthyleneDiamine (N, N, N',N'-Tetra Metylo
Etyleno Dwuamina)

TILLING — Targeting Induced Local Lesions IN Genomes
TRY — TRYPTICHON

TTG1 - TRANSPARENT TESTA GLABRAL

VRN3 — Vernalization-3

WER — WEREWOLF
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