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SANTRUMPOS

2,4-D — sintetinis auksinas 2,4-dichlorfenoksiacto rigstis

ARF (angl. Auxin Response Factor) — auksino atsako veiksnys

BKn3 — miezio meristemos tapatumo genas HvKnox3

bp — baziy pora

cDNR — kopijin¢ DNR

EtOH — etanolis

GREF (angl. Growth-Regulating Factor) — augima reguliuojantis veiksnys
HFCA — 9-hidroksi-9-fluorenkarboksirtigstis (auksino transporto inhibitorius)
HDAC — histony deacetilaziy inhibitorius

Hv-Dwh — mieZio mutantas Hv-Dense wing hood

Hv-H — miezio mutantas Hooded/Kapl.a

Hv-Hcs — mieZio mutantas Hoods on center spikelet

Hv-Hd — Hv-Hooded/Kapl tipo miezio mutantas

Hv-Lh — mieZio mutantas Hv-Lemma hooded

Hv-Mf — miezio mutantas Hv-Multiflorous

Hv-tw — Hv-tweaky (angl. apipeSiotas) tipo mieZzio mutantas/mutacija
Hv-tw N0.18 — miezio mutantas Hv-tweaky N0.18

Hv-tw,;H — miezio dvigubi mutantai, gauti sukryzminus Hv-tw, x Hv-H
Hv-tw,;Lh — miezio dvigubi mutantai, gauti sukryZminus Hv-tw, x Hv-Lh
Hv-twmk — miezio mutantas Hv-tweaky and missing kernel

MS — Murashige ir Skoog terpé augaly lasteliy kultiroms in vitro auginti
NPA — 1-N-naftilftalamo riigstis (auksino polinio transporto inhibitorius)
PAA — poliakrilamidas

PCIB — 2-(p-chlorfenoksi)-2-metilpropano riigstis (antiauksinas)

PGR - polimeraziné grandininé reakcija

SE (angl. Standard Error) — standartiné paklaida

TV — transkripcijos veiksnys

TCA —trans-cinamo riigstis

TIBA - 2,3,5-trijodbenzortgstis (auksino transporto inhibitorius)

WT (wt) (angl. Wild Type) — laukinio tipo augalai



IVADAS

Fenotipo nestabilumas gamtoje yra gana paplitgs reiSkinys — nattraliomis
saglygomis jj gali sukelti jvairlis iSoriniai veiksniai, tokie, kaip temperatiiros ir
apSvietimo pokyciai (Bonnett, 1966), abiotinis stresas (Boyko ir Kovalchuk, 2011;
Yao ir kt., 2011) bei jvairiis patogenai (Boyko ir kt., 2007; Ghareeb ir kt., 2011).
Fenotipo variacija biidinga ir kai kuriems viengubiems bei dvigubiems mutantams
(Forster ir kt., 2007; Babb ir Muehlbauer, 2003; Trevaskis ir kt., 2007; Wang ir
kt., 2010b; Dreni ir kt., 2011; Li ir kt., 2011; Maller-Xing ir kt., 2014; Zheng ir
kt., 2015; Siuksta ir kt., 2015) ir netgi epimutantams (Zhang ir kt., 2012).
Nepaisant plataus fenotipo nestabilumo paplitimo, jo mechanizmas néra
pakankamai iStirtas. Dar maziau Zinoma apie fenotipo nestabiluma, kuris atsiranda
dvigubuose mutantuose, kuriy téviniams viengubiems mutantams toks kintamumo
tipas nebuidingas — $ia tema iki $iol pasaulyje atlikti tik pavieniai tyrimai (Muller-
Xing ir kt., 2014).

SukryZzminus pleiotropinj Hv-tw, mutanta, kuriam biudinga nereguliari
lodikuliy transformacija j reprodukcinius organus, su jvairiais Hv-Hooded/Kapl
(Hv-Hd) tipo mutantais, kuriems dél BKn3 geno IV-jame (didziausiame) introne
ivykusios 305 bp duplikacijos vietoje akuoty vystosi ektopinés | zieda panaSios
struktiiros (Miiller ir kt., 1995), buvo gautos dviguby Hv-tw,;Hd mutanty linijos,
pasizymincios ypa¢ didele fenotipo variacija (Vaitkiiniené ir kt., 20044, b). Kai
kurie tokie savitos iSvaizdos dvigubi mutantai gali biiti naudojami dekoratyviniais
tikslais (Siuksta ir kt., 2012), taciau didelei jy daliai be jvairiu laipsniu
i$sivysCiusiy téviniy (vienguby) mutanty poZzymiy yra biidingas fenotipo
nestabilumas, pasireiSkiantis pradiniams mutantams nebtidingais poky¢iais, kuriy
spektras zenkliai pralenkia zinomy miezio ir kity migliniy Seimos augaly mutanty
fenotipus (Siuks$ta ir kt., 2014; Siuksta ir kt., 2015). Fenotipo nestabilumu
pasizymin¢iy miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty ziedo/ziedyno struktiiros
variacijos apima daugelj zinomy miezio ir kity migliniy Seimos augaly mutanty
fenotipy (Bonnett, 1966; Ambrose ir kt., 2000; Babb ir Muehlbauer, 2003; Duan ir
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kt., 2003; lkeda ir kt., 2007; Trevaskis ir kt., 2007; Thompson ir kt., 2009;
Whipple ir kt., 2010), taciau didziausias S$io reiskinio iSskirtinumas miezio
dvigubuose Hv-tw,;Hd mutantuose yra jo paveldima forma. Panasaus pobiidzio,
tik siauresnio spektro generatyvinés fazés grjzimo ] vegetatyvine reiSkiniai —
ziedyno ir ziedo reversijos — nustatyti ir tiriant dvigubus vairenio Polycomb
grupés geny mutantus (Mdller-Xing ir kt., 2014).

Dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nukrypimy pobtdis primena kai
kuriuos Zinomus dvigubus auksino signalinés sistemos mutantus (Krizek, 2011;
Gallavotti, 2013), o tai leido Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nestabiluma susieti su
fitohormony, pirmiausiai su auksino, balanso sutrikimais. Kita vertus, neseniai
nustatyta, kad BKn3 geno IV-gjame introne esancioje 305 bp duplikacijoje,
lemianc¢ioje Hv-Hooded/Kapl fenotipg (ektopinio ziedo susidarymag apatinio
ziedazvynio/akuoto pereinamojoje zonoje), Yyra reguliaciniy Cis-elementy,
atrankiai saveikaujanciy su etileno atsako baltymais, o Hv-Hooded/Kapl fenotipa
i§ dalies normalizuoja egzogeninis etilenas (Osnato ir kt., 2010). Remiantis S$iais
faktais buvo iskelta prielaida, jog dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo
nestabilumas taip pat gali buti susijes ir su sutrikusia etileno kelio funkcija.

I tyrimus jtraukus didesnj skaiCiy dviguby mutanty, tokiy, kaip Hv-
tw;laxatum-a (Hv-tw;lax-a), Hv-tw;tweaky No0.18 (Hv-tw;tw No0.18) ir Hv-
tw;tweaky and missing kernels (Hv-tw;twmk), paaiskéjo, kad miezio dviguby
mutanty paveldimo fenotipo nestabilumo paleidiklis (trigeris) yra butent
mutantiniai Hv-tweaky spike tipo aleliai, todél buvo aktualu nustatyti geny raiskos
pokyc€ius Hv-tw tipo mutantuose, kurie galéty lemti dviguby mutanty fenotipo

nestabiluma.

DARBO TIKSLAS
Ivertinti paprastojo miezio dviguby ziedo/ziedyno raidos mutanty, gauty
sukryzminus Hv-tw ir Hv-Hd tipo mutantus, fenotipo variacijos ribas ir istirti

galimas $iy dviguby mutanty fenotipo nestabilumo priezastis.
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PAGRINDINIAI TYRIMU UZDAVINIAI

1. IStirti paprastojo miezio dviguby mutanty fenotipo variacijy spektrg ir juo
remiantis nustatyti ziedo raidos kryptis.

2. Remiantis miezio BKn3 geno reguliaciniy regiony sekoskaitos rezultatais,
identifikuoti miezio vienguby ir dviguby mutanty BKn3 alelio tipa.

3. Jvertinti ir palyginti miezio vienguby ir dviguby mutanty kaliaus augimo
intensyvuma.

4. Nustatyti sintetinio auksino 2,4-dichlorfenoksiacto riigsties (2,4-D) poveikj
miezio vienguby ir dviguby mutanty Ziedyno (varpos) morfologiniam spektrui.

5. Istirti auksino 2,4-D ir auksino inhibitoriy poveikj miezio vienguby ir dviguby
mutanty pagrindinio ir ektopinio Ziedo struktiirai.

6. Nustatyti egzogeninio etileno jtakg miezio vienguby ir dviguby mutanty akuoto
raidai ir pagrindinio bei ektopinio ziedo struktiirai.

7. I8tirtt platesn; dviguby mutanty spektra ir nustatyti, kuri mutacija yra miezio
dviguby mutanty paveldimo fenotipo nestabilumo paleidiklis (trigeris).

8. Diferencinio vaizdinimo metodu atlikti preliminarig Hv-tw, mutanto ir jo
pradinés veislés ‘Auksiniai II’ geny raiskos skirtumy paieska bei nustatyti Su

fenotipo nestabilumo indukcija galimai susijusius genus-kandidatus.

DARBO NAUJUMAS

Remiantis miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nestabilumo
modifikavimo sintetiniu auksinu 2,4-D ir auksino inhibitoriais tyrimy rezultatais,
auksino disbalansas pirmg kartg apraSytas kaip fenotipo nestabilumo prieZastis.
2,4-D poveikio vienguby ir dviguby mutanty ziedo/ziedyno raidai ir kaliaus
augimui tyrimai leido susieti miezio Hv-tweaky tipo mutacijas su auksino
fiziologijos defektais. Atlikta preliminari Hv-tw, mutanto pakitusios raiskos geny,
galimai susijusiy su $ios mutacijos sukeliamu fenotipo nestabilumu dvigubuose

mutantuose, paieska, leidusi Hv-tw, mutante preliminariai identifikuoti kelis
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epigenetiniame geny raiSkos reguliavime, streso atsakuose ir raidos procesuose
dalyvaujancius pakitusios raiskos genus.

Taip pat pirmasyk atliktas visy (i§ viso keturiolikos) VU Botanikos sodo
kolekcijoje saugomy Hv-Hooded/Kapl (Hv-Hd) tipo mutanty BKn3 geno dviejy
reguliaciniy sri¢iy Sekvenavimas, parodgs, kad nepaisant didelés fenotipo

jvairovés, visi Hv-Hd tipo mutantai turi vienoda Illc tipo alel;.

DARBO PRAKTINE REIKSME

Darby metu atrinkta grupé miezio dviguby mutanty, kurie dél savo savitos
iSvaizdos gali buti tiesiogiai pritaikyti dekoratyviniams tikslams arba biti
naudojami kaip pradiné selekciné medziaga kuriant naujas veisles. Be to, is keliy
Simty VU Botanikos sodo kolekcijoje saugomy miezio dviguby Hv-tw,;Hd
mutanty atrinkta keliolika stabiliai ektopines ] lapus/sticbus panaSias iSaugas
sudaranciy ir nesudaranciy genotipy, i§ kuriy tyrimy metu gautos genetinés linijos,
sudarytos is vieno augalo palikuoniy. Tokios dviguby mutanty linijos yra vertinga
medziaga tolimesniems miezio ziedo/ziedyno reversijos tyrimams, o auksino ir
etileno poveikio miezio mutanty Ziedo organy raidai ir ziedo/Ziedyno reversijoms
tyrimy rezultatai prisidés prie gana fragmentisky fundamentiniy ziniy apie Siy
fitohormony reik§me migliniy Seimos augaly reprodukciniams procesams.

Preliminari Hv-tw, mutanto pakitusios raiSkos geny paieska diferencinio
vaizdinimo metodu leido identifikuoti keturis naujus pakitusios raiskos CDNR

fragmentus, kuriy sekos bus uzregistruotos NCBI duomeny bazéje ir ja papildys.

GYNIMUI PRISTATOMI TEIGINIAI

1. Miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo variacija apima platy spektra
zinomy ziedo/Ziedyno raidos mutacijy ir savo mastu jas pralenkia.

2. Skirtingo Hv-Hooded/Kapl fenotipo viengubi ir dvigubi Hv-Hd tipo miezio

mutantai pagal tirtus zymenis turi ta patj BKn3 geno alel;.



3. Miezio Hv-tweaky tipo mutacijos yra susijusios su sutrikusia auksino funkcija ir
yra dviguby mutanty fenotipo nestabilumo paleidiklis (trigeris).

4. Miezio dviguby mutanty ziedo/Ziedyno fenotipo nestabilumg lemia lokalis
ektopiniai auksino koncentracijos nuokrypiai.

5. Etileno poveikis miezio vienguby ir dviguby mutanty Ziedo/Ziedyno raidai
labiausiai priklauso nuo jy genetinio fono ir stipriausiai pasireiskia ektopinéms

1 Ziedg panasioms struktiiroms.

DARBO APROBAVIMAS

Disertacijos tema paskelbti du moksliniai straipsniai 1SI Web of Science
referuojamuose zurnaluose, turinc¢iuose citavimo indeksg ir vienas mokslinis
straipsnis ISI aplinkos zurnale. Dar du moksliniai straipsniai publikuoti kituose
recenzuojamuose uzsienio zurnaluose ir vienas mokslinis straipsnis Vilniaus
universiteto recenzuojamame periodiniame leidinyje (konferencijy medZziaga).
Tyrimy rezultatai pristatyti penkiose tarptautinése ir vienoje Lietuvos

konferencijose.

DARBO APIMTIS

Darbg sudaro santrumpos, jvadas, literatiros apzvalga, tyrimy objektas ir
metodai, rezultatai, rezultaty aptarimas, iSvados, moksliniy darby saraSas, padéka
ir literatiiros sgrasas. Darbe pateikiama 21 lentelé ir 12 paveiksly. Darbo apimtis —

138 puslapiai. Panaudota 270 literatiiros $altiniy.



I. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Ziediniy augaly ABC(DE) Ziedo raidos genetinis modelis

Ziedo formavimosi genetinis mechanizmas yra vienas i§ geriausiai istirty ir
intensyviausiai tebetiriamy augaly morfogenezés procesy (Theil3en ir kt., 2000).
Visos antzeminés augalo dalys, i$skyrus magnolijainiy skilCialapius, vystosi i$
apikalinés stiebo meristemos, 0 augalui arté¢jant reprodukcinés fazés link, i$ jos
susidaro ziedyny ir ziedy meristemos, lemiancios ziedo organy uzuomazgy
iniciacijg (Riechmann ir Meyerowitz, 1997).

Tipinés struktiros ziediniy augaly ziedas yra sudarytas i§ keturiy tipy
organy, aplink ziedo a$j iSsidéstanciy keturiais menturiais: pirmasis (iSorinis) —
taurélapiai (varpiniy augaly — ziedazvynis(-iai)), antrasis — vainiklapiai (varpiniy
augaly — lodikulés), treCiasis — kuokeliai, ketvirtasis (vidinis) — piestelé(-S).
Remiantis modeliniy augaly baltaziedzio vairenio (Arabidopsis thaliana L.) ir
didZiojo Zioveinio (Antirrhinum majus L.) ziedo struktliros mutanty tyrimais,
nustatyta, kad ziedo vystymasi lemia hierarchiSkai veikianciy geny reguliatoriy
deriniai (TheiBen ir kt., 2000). Analizuojant ziedo raidos mutantus, buvo sukurtas
ABCD ziedo raidos genetinis modelis, pagal kurj ziedo formavimasi lemia trijy
klasiy ziedo homeoziniy geny (A, B ir C) sgveika: A klasés genai lemia
taurélapiy, (A+B) sgveika — vainiklapiy, (B+C) sgveika — kuokeliy, C klasés genai
— piesteliy menturio vystymasi. Vairenio A klasei priklauso APETALAL (AP1) (A.
majus SQUAMOSA (SQUA) homologas) ir APETALA2 (AP2) (A. majus
LIPLESS1,2 homologas), B klasei — APETALA3 (AP3) ir PISTILLATA (PI)
(atitinkamai, A. majus DEFICIENS (DEF) ir GLOBOSA (GLO) homologai), C
klasei — AGAMOUS (AG) (A. majus PLENA homologas), D klasei — SEEDSTICK
(STK), SHATTERPROOF1 (SHP1) ir SHP2 (Riechmann ir Meyerowitz, 1997).
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Véliau buvo identifikuoti ir E klasés genai, atsakingi uz gemalinio maiselio
formavimasi: nustatyta, kad jvykus mutacijoms vairenio SEPALLATAL (SEP1),
SEP2, SEP3 ir SEP4 genuose, visi ziedo organai tampa panasiis | taurélapius,
todél Sie genai iSskirti | atskirg E klase, veikiancig visuose keturiuose Zziedo
menturivose. Taigi, dabartinis ziedo vystymosi genetinis modelis teigia, jog
(A+B+E) klasiy geny sgveika lemia taurélapiy, (B+C+E) — kuokeliy, (C+E) —
piesteliy, (D+E) — gemalinio maiselio vystymasi. Siy geny mutacijos sukelia Ziedo
organy homeozes, kuomet vietoje vieny ziedo organy vystosi kiti (TheilRen ir
Saedler, 2001).

Nustatyta, jog kai kurie vairenio ziedo meristemos tapatumo genai turi
funkcinius homologus, pavyzdziui, vairenis turi du AP1-like genus FRUITFULL
(FUL) ir CAULIFLOWER (CAL), kurie kartu su AP1 dalyvauja ziedo meristemy
formavimesi (Ferrandiz ir kt., 2000).

Visi aptarti ziedo raidos genai, iSskyrus AP2 ir jo homologus (pastarieji
priskiriami AP2/EREBP $eimai), koduoja transkripcijos veiksnius (TV), N-gale
turin¢ius MADS domeng (akronimas i§ mieliy MCMI1, augaly AG ir DEF ir
zmogaus SRF baltymy), skirta sgveikai su DNR (TheiRen ir kt., 2000). MADS
domeng turintys TV yra paplite augaluose, gyvinuose ir grybuose (Riechmann ir
Meyerowitz, 1997). Sie TV atpaZjsta genuose-taikiniuose esanéius CArG cis-
elementus, kuriy konsensas yra 5'-CC(A/T)¢GG-3' (Soltis ir kt., 2007).

Nustatyta, kad visy klasiy ziedo raidos geny koduojami TV su DNR
sgveikauja ne monomery, o heterotetramery (geny ,,kvartety*) pavidalu, 1 kuriy
geny klasiy koduojami produktai. Konkretaus geny ,.kvarteto* sudétis priklauso
nuo to, kuriame ziedo menturyje Sis geny kvartetas veikia. Tokia Ziedo organy
determinacijoje dalyvaujan¢iy MADS TV heterotetramerizacija stipriai padidina
sio komplekso atrankumg geny-taikiniy cis-elementams (Honma ir Gotto, 2000;
Theilen, 2001; Theillen ir Saedler, 2001; Ferrario ir kt., 2003; Kaufmann ir kt.,
2005; Zahn ir kt., 2005). Remiantis geny ,kvarteto“ modeliu, du kiekvieno
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tetramero dimerai vienu metu sgveikauja su dviem toje pacioje DNR grandingje
esanciais geno-taikinio promotoriaus cis-elementais (CArG sekomis) ir juos
fiziSkai suartina (TheiBen ir Saedler, 2001). Neseniai parodyta, jog Arabidopsis
SEP1-4 geny produkty funkcijos néra visiSkai persidengiancios: skirtingi SEP
genai atpazjsta panaSius, taiau ne identiSkus genus-taikinius, tarpusavyje
besiskirian¢ius ne tik cis-reguliaciniuose regionuose esanc¢iy CArG seky
iSsidéstymu, bet ir santykiniu atstumu tarp jy (Jetha ir kt., 2014).

Nors ABC(DE) ziedo raidos genetinis modelis buvo sukurtas remiantis
magnolijainiy klasés augaly (Arabidopsis, Antirrhinum) ziedo struktiiros mutanty
analize, sis modelis véliau sékmingai pritaikytas ir lelijainiy klasés migliniy
Seimos modeliniams augalams (Oryza sativa L., Zea mays L. ir Triticum aestivum
L.), nors jy ziedo struktiira, palyginti su magnolijainiy klasés atstovais, yra stipriai
divergavusi. Migliniams augalams budingi sudétiniai ziedynai, sudaryti i$
unikalios struktiros monomery — varpuciy (Schmidt ir Ambrose, 1998).
Paprastesnius ziedynus turin¢iy migliniy Seimos Triticeae tribos augaly (kviecio,
miezio, rugio, kvietrugio) ziedyno vystymasis susideda i§ keliy stadijy: pirma,
susiformuoja ziedyno meristema, 1§ kurios vystosi pazastin¢ varputés meristema;
véliau i§ varputés meristemos formuojasi ziedo meristema, inicijuojanti ziedo
organy uzuomazgy raidg (Murai ir kt., 2002; Shitsukawa ir kt., 2006).
Sudétingesnius ziedynus turin¢iy migliniy augaly (kukurtizo ir ryZzio) ziedyno
raida kompleksiskesné, nes ziedyno formavimuisi reikalingos pazastinés
Sakojimosi meristemos: kukuriizuose tai atlieka vyrisSkyjy ziedyny (Sluoteliy)
Sakojimosi ir varpuiy pPOros meristema, ryziuose — Sluotelés Sakojimosi
meristema (Shitsukawa ir kt., 2006; Ciaffi ir kt., 2011).

Kiekvieng Triticeae tribos augaly varpute i§ apacios dengia dvi paziede
sudarancios lancetiSkos lapinés struktiiros — varpazvyniai, vir§ kuriy i$sidésto pora
kiekvieno ziedo reprodukcinius organus apsupanciy lapeliy pavidalo organy —
apatinis ir virSutinis ziedazvyniai. Nepaisant iSorinio panasumo, abu ziedazvyniai

yra skirtingos kilmés: apatinis ziedazvynis dengia pazasting varputés meristema,
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turi akuotg ir kartu su varpazvyniais yra tradiciSkai priskiriamas paziedei, 0O
virSutinis  ziedazvynis yra pirmasis lapelis, susiformuojantis 1§ varputés
meristemos (Kellogg, 2001). Nors skirtingg abiejy ziedazvyniy kilme atspindi ir jy
morfologijos skirtumai (virSutinis ziedazvynis, prieSingai nei apatinis, Yyra
susidargs susiliejus dviem apyziedzio iSorinio rato lapeliams, taip pat jie skiriasi
savo dydziu, indy kileliy skai¢iumi, jy iSsidéstymu), naujausi molekuliniai tyrimai
vercia tuo abejoti: ryzio ziedo raidos mutanty tyrimai atskleid¢, jog virSutinis
ziedazvynis, i18skyrus jo marginaling zong, laikytinas diferencijuotu apatinio
ziedazvynio variantu, t.y. abu ziedazvyniai galéty buti traktuojami kaip taurélapiy,
o ne paziedés modifikacija (Lombardo ir Yoshida, 2015). Pavienj Triticeae tribos
augaly zieda sudaro dvi lodikulés, trys kuokeliai ir viena piestelé su dviem
plunksniSkomis purkomis. Lodikulés yra prisitvirtinusios tarp virSutinio
ziedazvynio ir piestelés ir genetiniu aspektu yra homologiskos vainiklapiams
(Yoshida, 2012).

Kaip minéta, ABC(DE) Ziedo raidos modelis buvo sé¢kmingai pritaikytas ir
migliniams augalams, tarp kuriy yra pagrindinés maistui ir pasarams vartojamos
griiddinés kultiros (ryziai, kvieciai ir kukurtizai): Siuose augaluose identifikuoti
visy penkiy A. thaliana Ziedo raidg lemianciy geny klasiy (A, B, C, D ir E)
homologai, taip pat priklausantys MADS domeng turin¢iy TV grupei (Murai,
2013). I$ migliniy Seimos augaly $iuo metu geriausiai istirta kvie¢io ir ryzio ziedo
raidos genetika.

Nustatyta, kad kvieciai turi tris A klasei priskiriamus vairenio AP1/FUL-
like paralogus — wheat FRUTFUL1/VERNALIZATION1 (WFUL1/VRN1), WFUL2
ir WFULS, taciau WFUL1/VRN1 genas funkcionuoja ne kaip A klasés genas, 0 yra
svarbus pereinant i§ vegetatyvinés fazés j generatyving (Litt ir Irish, 2003) (1
pav.). Kvie¢io B klasei atstovauja vairenio AP3 ortologui homeologiniai genai
TaMADS#51 ir TaMADS#82 bei vairenio Pl geno ortologai wheat P11 (WPI1) ir
WP2 (Hama ir kt., 2004). KviecCiuose nustatyti bent du C klasés genai wheat AG1
(WAG1) ir WAG2, kurie yra vairenio AG1 ortologai (Meguro ir kt., 2003;
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Hirabayashi ir Murai, 2009). Ieskant kvie¢io D klasés geny, nepriklausomi tyrimai
leido identifikuoti net penkis ortologinius kandidatus — Triticum aestivum
AGAMOUS-3A (TaAGL3A), TaAG-3B, TaAG-LIKE2 (TaAGL2), TaAGL9 ir
TaAGL31 (Zhao ir kt., 2006; Paolacci ir kt., 2007), taciau iSsamesni tyrimai
parodé labai didele Siy ortology tarpusavio homologija (kai kuriais atvejais sekos
pasirodé esancios identiskos), todél dabar visi penki ortologai laikomi tuo paciu
wheat SEEDSTICK (WSTK) genu, ortologisku vairenio STK genui (Yamada ir kt.,
2009). Ieskant kviecio E klasés atstovy, buvo nustatyti net Sesi genai — du vairenio
SEP homologai wheat SEPALLATA (WSEP) ir wheat LEAFY HULL STERILE 1
(WLHS1) (Shitsukawa ir kt., 2007) bei keturi tarpusavyje homeologiniai vairenio
AGL6 (AGAMOUS-LIKE 6) geno ortologai TaAGL6-1A/TaAGL37, TaAGLG6-
1B/TaMADS#MADS12, TaAGL6-1C ir TaAGL6 (Murai ir kt., 1998; Zhao ir kt.,
2006; Paolacci ir kt., 2007). IJdomu, jog kai kurie migliniy Seimos augaly E klasés
genai jgijo naujy Sios klasés genams nebiidingy savybiy, pavyzdziui, stipri WSEP
geno raiSka trijuose iSoriniuose kviecio Ziedo ratuose biudinga ne tik Ziedo organy
diferenciacijos stadijoje, taciau islieka ir virSutiniame ziedazvynyje. Tai rodo §io
geno reikSme ne tik Ziedo organy determinacijai, bet ir tolimesnei iSorinio rato

ziedo organy diferenciacijai (Murai, 2013).

wPI1, 2 mam:@

WSEP

= WAGT, 2

T

virSutinis lodikulés kuokehal plestclé gemallms
ZiedaZvynis maiSelis

1 pav. Ziedo raidos ABC(DE) genetinis modelis, apibendrinantis kvie¢io Ziedo organy
determinacijoje dalyvaujancius genus ir jy tarpusavio sgveikas (pagal Murai, 2013)

Akivaizdus daugelio kviecio ziedo raidos geny pertekliSkumas neabejotinai

yra susijes su aloheksaploidine $ios riiSies genomo Ssandara, tac¢iau dar didesnis
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daugelio klasiy Ziedo raidos geny skaicius yra budingas ryZio genomui. RyZiuose
nustatyti net SeSi A klasés genai — trys vairenio APl homologai
OsMADS14/RAP1B, OsMADS15/RAP1A ir OsMADS18 (Litt ir Irish, 2003), bei
trys vairenio AP2 homologai SUPERNUMERARY BRACT (SNB),
INDETERMINATE SPIKELET 1 (OsIDS1) ir MULTI-FLORET SPIKELET 1
(MFS1) (Lee ir An, 2012; Ren ir kt, 2013), trys B klasés genai —
OsMADS16/SUPERWOMAN1 (SPW1) (vairenio AP3 homologas), OsMADS?2 ir
OsMADS4 (vairenio Pl homologai) (Chung ir kt., 1995; Nagasawa ir kt., 2003),
du C klasés genais — OsSMADS3 ir OsMADS58 (vairenio AG homologai)
(Yamaguchi ir kt., 2006), vienas D klasés genas OSMADS13 (vairenio STK
homologas) (Lopez-Dee ir kt. 1999), net septyni E klasés genai -—
OsMADS7/0sMADS45, OsMADS8/OsMADS24 (vairenio SEP homologai),
OsMADS1/LHS1, OsMADS5/0OSM5 ir OsMADS34/PANICLE PHYTOMER 2
(PAP2) (vairenio SEP genams gimininga LOFSEP klada), OsMADS6/MOSAIc
FLORAL ORGANS 1 (MFO1) ir OsMADS17 (homologiski kvie¢io TaAGL6)
(Malcomber ir Kellogg, 2005; Ohmori ir kt., 2009; Li ir kt., 2010; Christensen ir
Malcomber, 2012)

Nepaisant didelio kvie¢io ir miezio ziedyno struktiiros panasumo, Zinios
apie pastaryjy ziedo raidos genetinés kontrolés mechanizmus vis dar tebéra labai

fragmentiskos.

1.2. Augaly homeoseka (HD) turintys genai

Augaly organy transformacijos fenomenas zinomas jau bent kelis Simtus
mety — augalo organy transformacijas vienas i$ pirmyjy dar XVIII a. aprasé J. W.
Goethe savo traktate ,,Versuch die Metamorphose der Pflanzen zu erklaren®
(Goethe, 1790), pavadindamas §j reiskinj metamorfoze. Kadangi kitose biologijos
Sakose (tokiose, kaip zoologija) Sis terminas jau buvo naudojamas kitiems

procesams apibudinti, beveik po §imto mety W. Bateson pasiilé terming
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,homeoze®, reiSkiant] vienos kiino dalies transformacijga ;| homologing struktiirg
kitame kiino segmente (Bateson, 1894). Vaisiniy museliy homeoziy molekulinés
priezastys buvo isaiskintos dar po beveik Simto mety, apie 1980 m., kai W. J.
Gehring surado vaisiniy museliy mutantus bithorax (bx-c), fushi tarazu (ftz) bei
Antennapedia (Ant-C) ir nustaté, jog visi Sie genai turi 3'-gale lokalizuotg 180 bp
ilgio seka, koduojancig homeodomeng (HD), biidingg ir daugelio kity organizmy
raidoje dalyvaujan¢iy homeoziniy geny (Gehring ir Hiromi, 1986). Augaluose
homeoseka pirmg kartg nustatyta panaudojant A. thaliana cDNR biblioteka
(Ruberti ir kt., 1991).

HD genai koduoja didele grupe transkripcijos veiksniy, turinciy 60
aminoriigsciy ilgio homeodomena, sudaryta i§ trijy a-spiraliy, 1§ kuriy antroji ir
trec¢ioji formuoja spiralé-posiikis-spiralé (angl. helix-turn-helix, HTH) motyva,
dalyvaujantj sgveikoje su DNR (Gehring, 1998).

Remiantis augaly genomy sekvenavimo rezultatais, $iuo metu iSskiriama
bent keturiolika augaly HD geny klasiy, kurios yra aptinkamos ziediniuose
augaluose, pataistinuose (Selaginella moellendorffii Hieron.) ir samanose, taigi
manytina, kad Sie genai buvo budingi jau samany ir induoc¢iy augaly bendram
protéviui.

HD genai yra skirstomi priklausomai nuo HD sekos varianto, turin¢io
lemiamos reikSmés HD baltymy sgveikai su DNR. Augaly TALE superSeimai
priskiriamos KNOX ir BEL seimos. Abi Seimos turi TALE tipo HD, kuris nuo
kanoninio 60 aminoriig§¢iy turin¢io HD skiriasi trimis papildomomis
aminortgstimis tarp 1 ir 2 a-spiraliy (Bertolino ir kt., 1995; Burglin, 1997).
KNOX ir BEL seimos laikomos seniausiomis i§ visy HD geny Seimy, nes jy genai
aptinkami jau vienalasC¢iuose zaliadumbliuose ir raudondumbliuose, taciau kai
kuriy pataisy ir dumbliy TALE superSeimos genai iSskirtiniai, jy negalima
priskirti nei KNOX, nei BEL seimoms (Mukherjee ir kt., 2009).

KNOX seimos genai pagal sekos panasuma ir raiSkos pobiidj skirstomi |

KNOX I ir KNOX 11 klases (Kerstetter ir kt., 1994; Hay ir Tsiantis, 2010), kuriose
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pagal turimy kodomeny struktiirg iSskiriama po du poklasius (KNAT 2/6 ir
KNAT1 poklasiai KNOX | klaséje, KNAT7 ir KNAT3/4/5 poklasiai KNOX |1
klaséje). Visy KNOX geny poklasiy, i$skyrus vairenio SHOOT MERISTEMLESS
(STM) genus, atstovai yra aptinkami tiek migliniuose augaluose, tiek jvairiuose
magnolijainiuose, taigi $iy poseimiy KNOX genai turéjo atsirasti Ziediniy augaly
protévyje dar prie§ diverguojant atskiriems magnolijiny klasés poklasiams
(Mukherjee ir kt., 2009). Nustatyta, kad augaly KNOX domeno seka yra panasi j
gyviny TALE superSeimos geny MEIS ir PBC domeny sekas, todél buvo
pasitlyta, kad augaly KNOX ir gyviny MEIS/PBC domenai yra kile i§ vieno
bendro protévio, MEINOX domeno (Burglin, 1997; Burglin, 1998; Magnani ir
Hake, 2008).

Miezio BKn3 (Barley Knox 3) genas yra priskiriamas TALE (angl. Three
Amino Acid Loop Extension) superSeimos Knox geny Seimai, I klasei, kuriai
priklausantys genai dalyvauja meristemy formavimesi, diferenciacijoje ir su
organogeneze susijusiuose procesuose apikaliniuose augalo audiniuose (Scofield
ir Murray, 2006; Hay ir Tsiantis, 2010).

1.3. KNOX geny sasajos su fitohormony signaliniais keliais

Jau daugiau nei pries Simtg mety nustatyta, jog tam tikro fenotipo atsiradimas
yra individualaus genotipo ir aplinkos veiksniy saveikos rezultatas (Garrod, 1902).
Ilgameciai augaly tyrimai parodé, kad ziedo/ziedyno organy raidos variacijai
didelés jtakos gali turéti iSoriniai veiksniai, tokie, kaip aplinkos temperattra ir
fotoperiodas (Bonnett, 1966; Yagil ir Stebbins, 1969) bei patogeny sukeliamos
infekcijos (Ghareeb ir kt., 2011), ta¢iau dazniausiai minétos ziedo/ziedyno organy
vystymosi variacijos atsiranda dél mutacijy Ziedo meristemy vystymasi ir organy
identiteta lemianciuose genuose, 0 taip pat genuose, susijusiuose su auksino
signalo perdavimu ir transportu. Didziausi ir daZniausiai pasitaikantys varpiniy
augaly ziedo/ziedyno vystymosi sutrikimai budingi dvigubiems (taip pat
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trigubiems ir keturgubiems) mutantams ir hibridams (Ambrose ir kt., 2000; Ikeda
ir kt., 2007; Thompson ir kt., 2009; Yoshida ir Nagato, 2011; Lee ir An, 2012;
Gallavotti, 2013), nors j tyrimus jtraukus didesnj mutanty skai¢iy nustatyta, kad
drastiskos fenotipo variacijos biidingos tik daliai vienguby ir dviguby mutanty ir
hibridy (Babb ir Muehlbauer, 2003; Dreni ir kt., 2011; Li ir kt., 2011).

Fenotipo variacijos priezastys gali biiti jvairios: jos gali atsirasti dél auksino
ir KNOX (angl. Knotted1-like Homeobox) seimos Knl geno bei kity homeoziniy
geny, dalyvaujanciy apikaliniy meristemy palaikyme ir specializuoty meristemy
diferenciacijoje, saveikos, taip pat dél susidariusiy ektopiniy auksino
koncentracijos piky saveikos su KNOX geny moduliais bei dél sutrikusios
lateraliniy augalo organy ir tarpy tarp jy iniciacijos (McSteen ir Leyser, 2005; Hay
ir Tsiantis, 2010; Mdller ir Leyser, 2011; Tvorogova ir kt., 2013). Nustatyta, jog
kukurizo Knl genas tiesiogiai reguliuoja hormony signalinio kelio genus, o Knl
baltymas jungiasi beveik prie pusés kukuriizo genome anotuoty AUX-IAA (angl.
Auxin-Indole-3-Acetic Acid) ir ARF (angl. Auxin Response Factor) geny (Bolduc
ir kt., 2012). Tyrimai parodé¢, jog KNOX geny raiska augalo lateraliniy organy
uzuomazgose neigiamai reguliuoja auksinas (Scanlon ir kt., 2002; Hay ir Tsiantis,
2010; Tabata ir kt., 2010): KNOX geny raiska reaktyvinama vystantis atskiriems
Cardamine hirsuta L. ir pomidoro sudétiniy lapy laksteliams, taciau kartu su
KNOX geny ir auksino sagveika, vykstania periferinéje stiebo apikalinés
meristemos dalyje, stebima sumazéjusi KNOX geny raiska sudétiniy lapy
uzuomazgy pakraSciuose, leidzianti PINFORMEDI1 (PIN1) auksiny jneSikliams
suformuoti lokalius auksino koncentracijos maksimumus, sukelian¢ius sudétinio
lapo laksteliy iniciacijg (Barkoulas ir kt., 2008; Hay ir Tsiantis, 2010; Scarpella ir
kt., 2010). Nustatyta, kad ektoping KNOX geny raiska gali nuslopinti egzogeninis
auksinas, kuris, be to, atstato sudétiniy lapy fenotipg C. hirsuta pinl mutantams,
turintiems paprastuosius (nesudétinius) lapus (Barkoulas ir kt., 2008).

Daugelis tyrimy rodo, kad KNOX geny hiperekspresija augaluose sukelia

ektopinj fitohormony (tarp jy ir auksino) koncentracijos pokyc¢iy atsiradima,
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lemiantj jvairius augalo vystymosi sutrikimus (Chow ir McCourt, 2004; Scarpella
ir kt., 2010; Tabata ir kt., 2010; Rast ir Simon, 2012). Vis délto, KNOX geny
vaidmuo pirminéje ir antrinéje lapo morfogenezéje néra iki galo isaiskintas
(Koenig ir kt., 2009).

Tiesioginiy auksino poveikio miezio BKn3 geno fenotipiniam pasireiskimui
tyrimy néra, nors yra nustatyta, jog Sio geno IV introne esancioje 305 bp
duplikacijoje, lemiancioje Hv-Hooded fenotipo atsiradimg, yra bent Kketuri
reguliaciniai cis-elementai, galintys tiesiogiai sgveikauti su transkripcijos
veiksniais (Santi ir kt., 2003). Iki $iol toks su BKn3 geno IV intronu susijgs
reguliacijos tipas parodytas tik fitohormono etileno atsako baltymams (Osnato ir
kt., 2010), taciau $is faktas neatmeta tikimybés, jog BKn3 geno IV introne esantys
cis-elementai gali analogiskai sgveikauti ir su kity fitohormony, tarp jy ir auksino,
atsako baltymais.

Eksperimentais nustatyta, kad miezio BBR (angl. Barley B Recombinant)
baltymas gali tiesiogiai sgveikauti su BKn3 IV introno ketvirtajame cis-elemente
esanciais (GA)g pasikartojimais, o BBR baltymo hiperekspresija heterologinéje
tabako sistemoje sukelia lapy ir Ziedy morfologijos pakitimus — vainiklapiy,
taurélapiy ir lapy istjsimag (Santi ir kt., 2003). Neseniai parodyta, kad GRF (angl.
Growth-Regulating Factor) Seimai priklausantis miezio augima reguliuojantis
BGRF1 veiksnys veikia kaip BKn3 geno IV introno represorius, o GRF $eimos
Arabidopsis augimo veiksniai AtGRF4, 6 ir 7 (angl. Arabidopsis thaliana Growth-
Regulating Factor) geba slopinti Arabidopsis KNOX Seimos KNAT2 (angl.
Knotted-like from Arabidopsis thaliana2) geno promotoriaus aktyvumg (Kuijt ir
kt., 2014). Toks reguliavimo principas yra panaSus j auksiny sgveikg su KNOX
Seimos genais, be to, GRF Seimos baltymy sgveika su intronuose esanciais Cis-
elementais varpiniuose augaluose gali buti placiai paplitgs reiskinys: BKn3 geno
IV introno ortologai randami ir kituose migliniuose augaluose, tokiuose, kaip
kukuriizai, kvieciai ir ryziai (Takumi ir kt., 2000). Tiriant ryzius nustatyta, jog

ryzio KNOX seimos OSH1 genas, kuris yra miezio BKn3 IV introno ortologas, turi
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7 cis-elementus, svarbius tiek autoreguliacijai, tiek ir kity geny raiSkos
reguliavimui (Tsuda ir kt., 2011), o ryzio OsGRF3 ir OsGRF10 baltymai gali
sgveikauti su kitu ryzio KNOX Seimos OsKn2 genu (Kuijt ir kt., 2014).

Neseniai nustatyta, kad miezio laukinio tipo bkn3 geno IV introne yra 13
konservatyviy nekoduojanciy seky (angl. Conserved noncoding sequence, CNS),
kurios taip pat gali buti laikomos reguliaciniais Cis-elementais ir yra atitinkamy
kukurtizo ir ryzio KNOX geny introny ortologai (Inada ir kt., 2003). Be to,
parodyta, jog 13,9 % fitohormony signalinio kelio ir hormoninio atsako geny turi
CNS (Hettiarachchi ir kt., 2014).

Dviguby mutanty fenotipo nestabilumas gali biti nulemtas ne tik lokaliy
ektopinio auksino koncentracijos padidéjimo ar sumaz&jimo bei sutrikusios ziedo
organy tapatumo geny raiskos, bet ir dél intensyvesnio meristeminiy lgsteliy
dalinimosi po jy epigenetinio perprogramavimo ir diferenciacijos, kuomet vyksta
chromatino architektiiros poky¢iai sgveikaujant auksino signalo perdavimo bei
chromatino remodeliavimo sistemy komponentams (Murfett ir kt., 2001; Fukaki ir
kt., 2006; Szemenyei ir kt., 2008; Anzola ir kt., 2010; Iwasaki ir kt., 2013; Nguyen
ir kt., 2013). Si prielaida gali bati patikrinta palyginus vienguby ir dviguby
mutanty ziedyno variacijos skirtumus su meristeminiy Igsteliy augimo
intensyvumu kaliaus kulturose. LoSchiavo su kolegomis (1989) bei Arnholdt-
Schmitt (1993) parodé, kad morkos lIgsteliy kultiirose pasireiSkia egzogeninio
auksino indukuojamas greitas DNR hipermetilinimas. Savo darbe iSbandéme
histony deacetilaziy inhibitoriaus HC toksino poveikj miezio vienguby ir dviguby
mutanty kaliaus kultiry augimui. HC toksinas yra ciklinis tetrapeptidas, kurj
sintetina kai kurios kukuriizus parazituojancio mikrofilamentinio grybo
Cochliobolus carbonum R. R. Nelson (Helminthosporium carbonum) padermés
(Walton, 2006), tyrimuose gali biiti naudojamas kaip stresg sukeliantis veiksnys,
nes Siam grybui artima risis C. sativus (Sacc.) Shoem. yra vienas svarbiausiy
miezi0 parazity (Ghazvini ir Tekauz, 2012). Be to, HC toksinas yra

epigenetiniuose procesuose dalyvaujan¢iy histony deacetilaziy (HDAC)
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inhibitorius (Walton, 2006), o jo sukeliamas poveikis kaliaus Igsteliy kultiiroms
(Grant-Downton ir Dickinson, 2006) gali netiesiogiai atspindéti epigenetiniy

procesy reikSme meristeminiy lgsteliy augimo skirtumams atsirasti.

1.4. Fitohormono etileno reik§mé augaly reprodukcinei funkcijai

Etilenas dalyvauja daugelyje augaly augimo ir vystymosi procesy,
pradedant gametofito ir séklos vystymusi, dygimu bei daigo augimu, baigiant
augaly lyties determinacija, ziedo vystymusi ir zyd¢jimu, vaisiy nokimu, augalo
audiniy senéjimu, programuota lgsteliy zutimi bei atsakais j abiotin] ir biotinj
stresus (Rzewuski ir Sauter, 2008; Lin ir kt., 2009; Stepanova ir Alonso, 2009;
Shakeel ir kt., 2013). Nepaisant ilgameciy etileno poveikio augaly fiziologiniams
procesams ir vystymuisi tyrimy, Sio fitohormono vaidmuo ziedo organogenezeje,
ypa¢ varpiniy augaly, iki Siol néra visiskai i$aiskintas (Ogawa ir kt., 2007; Lin ir
kt., 2009; Chandler, 2011).

Kaip minéta, etileno signalinio kelio komponentai dalyvauja jvairiuose
augaly reprodukciniuose procesuose. Nustatyta, jog vienas i§ ziedo organy
tapatumo geny APETALA2 (AP2) turi du BERF (angl. Ethylene-Responsive
Element Binding Factor) domenus (Jofuku ir kt., 1994) ir reguliuoja kai kuriy kity
ziedo homeoziniy geny, tarp kuriy yra AGAMOUS (AG) (Ogawa ir kt., 2007
Krogan ir kt., 2012), APETALA3 (AP3), PISTILLATA (PI) ir SEPALLATA3
(SEP3) (Krogan ir kt., 2012), raiska. Kitg ziedo homeozinj gena AP1 aktyvina
etileno atsako veiksnys ERF110 (angl. Ethylene Response Factor 110) (Zhu ir kt.,
2013), o ziedo organy tapatumo genas AP3 reguliuoja nuo etileno priklausoma
agurky moteriskosios lyties ziedy determinacija (Wang ir kt., 2010a).

Tyrimai parodé, kad etileno receptoriaus ETR2 geno raiska Arabidopsis
ziedyno ir Ziedo meristemose, besivystanciuose vainiklapiuose ir s¢klapradziuose
yra intensyvesné nei kituose audiniuose ir organuose (Sakai ir kt., 1998), o

meliono mutantinio etileno receptoriaus CmETR1/H69A geno jterpimas j
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Nicotiana tabacum genomg sukelia kuokeliy vystymosi sutrikimus bei
modifikuoja Ziedo architekttrg (Takada ir kt., 2005). Taip pat nustatyta, jog
zydéjimo metu vyksta zenklus etileno sintezés suaktyvéjimas Petunia (Tang ir kt.,
1994) ir Prunus domestica (Fernandez-Otero ir kt., 2006) augaluose. Sie faktai
suponuoja galimg etileno svarbg augaly ziedo/ziedyno vystymuisi, be to, etileno
poveikis atskiry ziedo organy raidai taip pat néra visiskai istirtas: didziausias
démesys skiriamas etileno poveikiui augaly Zydéjimo laiko reguliavimui (Achard
ir kt., 2007; Lin ir kt., 2009; Trivellini ir kt., 2011; Morita ir kt., 2012; Zhu ir kt.,
2013; Shahri ir Tahir, 2014), fotoperiodizmui (Ke¢sy ir kt., 2008), vainiklapiy
augimui ir ilgéjimui (Lin ir kt., 2009; Luo ir kt., 2013; Pei ir kt., 2013), lyties
reguliacijai (Wang ir kt., 2010a; Manzano ir kt., 2013) ir ziedy senéjimui (Reid ir
Wu, 1992; Mdller ir kt., 2002; Nukui ir kt., 2004; Wagstaff ir kt., 2005; Lin ir kt.,
2009; Trivellini ir kt., 2011; Ichimura ir Niki, 2014; Shahri ir Tahir, 2014), ta¢iau
didzioji dalis Siy tyrimy atlickama su Arabidopsis ir kitais dviskil¢iais augalais,
kadangi didelé dalis ekonomiskai svarbiy dekoratyviniy augaly yra dviskil¢iai, be
to, kai kurie i§ jy yra didelés apimties biotechnologiniy projekty objektai
(Kinouchi ir kt., 2006; Serek ir kt., 2006; Morita ir kt., 2012; Wang ir kt., 2013).

Zydéjimo pradzios laikas ir Zydéjimo trukmé gali biti reguliuojama
egzogeniniu etilenu (Nukui ir kt., 2004; Trivellini ir kt., 2011), taip pat veikiant
augalg tokiais etileng iSskirianc¢iais junginiais, kaip etefonas (Crisosto ir kt., 1989;
Serek ir kt., 2006; Liu ir Chang, 2011), bei naudojant etileno inhibitorius (Reid ir
Wu, 1992; Wagstaff ir kt., 2005; Trivellini ir kt., 2011). Nors zydéjimo laiko ir
fotoperiodizmo reguliavime dalyvauja ne organy tapatumo, o kity specifiniy
grupiy genai, parodyta, kad tick dviskilCiy, tiek vienaskil¢iy augaly Zydéjimo laikg
lemianc¢iy geny raiskos reguliavimui svarbus etilenas (Wuriyanghan ir kt., 2009;
Morita ir kt., 2012; Wang ir kt., 2013).

Ziniy apie etileno veikima varpiniuose augaluose stygius ir
fragmentiskumas rodo ir tai, kad etileno vaidmuo Sios augaly grupés

ziedo/ziedyno organy raidos reguliavime gali bati labai savitas dél migliniy
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Seimos atstovams biidingy i$skirtiniy ziedo/ziedyno morfologijos ypatumy: Siems
augalams biidingos sudétinés varpos, sudarytos i§ jvairy ziedy skaiciy turinciy
varpuciy, kurios turi savitus tik migliniy Seimai biidingus organus — varpazvynius,
ziedazvynius ir lodikules (Forster ir kt., 2007). Nors etileno poveikio varpiniy
augaly vystymuisi tyrimai daZniausiai apsiriboja minétomis reprodukcinémis
struktliromis, negausiis tyrimai apZvelgia ir etileno poveik]j kity varpiniy augaly
organy vystymuisi, tarp jy ir kvie¢io lapams (Banowetz, 1993), miezio
ziedazvyniy suaugimui su grudu (Taketa ir kt.,, 2008), ryzio tarpubambliy
ilgéjimui (Qi ir kt., 2011), Lolium temulentum L. lasteliy sieneliy degradavimui ir
sen¢jimo procesams (Halgren ir Banowetz, 2012), ryzio daigy Sakneliy ir gridy
vystymuisi (Ma ir kt., 2013). Tyrimai taip pat parodé, kad etilenas yra svarbus
ryzio zydéjimo laiko kontrolei (Wuriyanghan ir kt., 2009), kvie¢io plaukéjimo
reguliavimui (Banowetz, 1993) ir miezio krimijimuisi (Lauer, 1991), taip pat
ryzio §luoteliy $akojimuisi (Ma ir kt., 2013). Zenklus endogeninés kilmés etileno
ir jo pirmtako ACC (1-aminociklopropano-1-karboksirtigSties) koncentracijos
padidéjimas ryzio Sluotelés apatinése varputése, palyginti su anksciau zydin¢iomis
virSutinémis, rodo galima etileno vaidmen;j varpuciy vystymosi laiko reguliavimui
(Yang ir kt., 2006).

Nustatyta, jog miezio homeoziniy mutanty, kuriy akuotai dél KNOX/KNAT
Seimos BKn3 geno 1V introne atsiradusios didelés 305 bp duplikacijos yra jvairiu
laipsniu transformuoti j ektopinius ziedus (Mduller ir kt., 1995), mutantinis Hv-
Hooded/Kapl fenotipas gali biti i$ dalies nuslopintas etileno pirmtaku etefonu.
Minéta mutantinio fenotipo supresija lydi etileno atsako geny BERF1 (angl.
Barley Ethylene Response Factor 1) ir BEIL1 (angl. Barley Ethylene Insensitive
Like 1), koduojanciy transkripcijos veiksnius, saveikaujancius su BKn3 geno IV
introne esanciais reguliaciniais elementais, raiSkos sustipréjimg (Osnato ir k.,
2000). Taip pat nustatyta, jog KNOX/KNAT seimos geny saveika su etilenu yra
svarbi varpiniy augaly ziedyno (varpos), varputés ir ziedo organy meristemy

reguliavimui (Hamant ir kt., 2002; Hay ir kt., 2004).
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1.5. Auksino vaidmuo Ziedo organy determinacijoje

Auksinas yra svarbus daugeliui augalo augimo ir raidos procesy reguliuoti.
Sio fitohormono vaidmenj augalo morfogenezei iSaiskinti padéjo geneting ir
molekuliné auksino funkcijos mutanty analizé ir auksino polinio transporto
inhibitoriy bei auksino antagonisty poveikio tyrimai, parode, kad auksinas veikia
kaip augaly morfogenas (Benkova ir kt., 2009). Tyrimai atskleidé, kad auksino
susikaupimas stiebo apikalinés meristemos periferinése lastelese yra kritisSkai
svarbus augalo lapy ir ziedo uzuomazgy susidarymui (Reinhardt ir kt., 2000). Be
to, auksinas reguliuoja ir daugelj kity ziedo raidos jvykiy, jskaitant ziedo organy
iniciacija, augima ir i§sidéstyma (Cheng ir Zhao, 2007; Sundberg ir Ostergaard,
2009). Daugeliui auksino biosintezés, transporto ir signalinio kelio mutanty
budingi jvairlis Zydéjimo sutrikimai, 1§ kuriy charakteringiausi yra Ziedo organy
skaiCiaus ir tarpy tarp atskiry ziedo organy pokyciai bei piestelés morfologijos
anomalijos (Krizek, 2011).

Vykstant augalo reprodukciniam vystymuisi, inicijuojamas Ziedyno
meristemos susidarymas, o véliau Sios meristemos periferinéje zonoje dél
suintensyveéjusios auksino biosintezés bei kryptingos pernasos periodiskai
susidaro lokalios auksino sankaupos (auksino koncentracijos maksimumai),
zymincios ziedo meristemy susidarymo vietas (Reinhardt ir kt., 2003; Heisler ir
kt., 2005; Cheng ir kt., 2006).). Nustatyta, kad Ziedyno ir Ziedo meristemose yra
aktyvi geny, koduojanc¢iy auksino biosintezés fermentus, raiska, lemianti auksino
koncentracijos padidéjimg Siose srityse (Cheng ir kt., 2006; Stepanova ir kt.,
2008). Vairenio auksino perskirstymui atskirose ziedyno ir ziedo meristemy
zonose taip pat svarbis ir Igsteliy membranose poliskai i§sidéste auksino jneSikliai
AUX1 (AUXIN1) ir LAX1,2,3 (LIKE AUX1 1,2,3) (Bainbridge ir kt., 2008) bei
auksino iSnesikliai PIN (PIN-FORMED) (Reinhardt ir kt., 2003).
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Auksino svarbg ziedo meristemy iniciacijai akivaizdziai parodo nuslopinta
vairenio pin mutanty, kuriuose yra sutrikusi auksino pernasa, ziedo iniciacija: Sie
mutantai sudaro ziedy neturin¢ius smeigtuko (angl. pin) pavidalo Ziedynus, 0 tokj
mutantin] fenotipa atstato egzogeninis auksinas (Okada ir kt., 1991; Reinhardt ir
kt., 2000). Taigi, stipris auksino funkcijos trikdZiai dazniausiai visiSkai sustabdo
ziedy susidaryma, nors daugelis auksino biosintezés, pernasos ir signalinio kelio
mutanty pries visiSka reprodukcinés raidos nuslopinimg vis délto sugeba sudaryti
pavienius nenormalios struktiiros Ziedus (Krizek, 2011). Nustatyta, kad mutacijos
vairenio auksino pernasos baltymus koduojanciuose genuose (PIN-FORMED,
PINOID) lemia pavieniy ziedy, turin¢iy maziau tauré¢lapiy, kuokeliy ir mezginés
lizdy, bet daugiau taurélapiy, susidarymg (Bennett ir kt., 1995), o mutacijos
jvairiuose auksino biosintezés fermentus koduojanciuose genuose (vairenio
YUCCA, petunijos FLOOZY) dazniausiai lemia drastiS$kg ziedo organy skai¢iaus
sumaz¢jimg (Tobena-Santamaria ir kt., 2002; Cheng ir kt., 2006). Ryskus Ziedo
organy skaiCiaus sumazéjimas auksino biosintezés mutantuose galimai rodo, kad
didziojoje dalyje ziedo meristemos lasteliy auksino koncentracija yra Zzemiau
slenkstinés vertés, reikalingos Ziedo uZzuomazgos iniciacijai ir augimui. Siy
mutanty pavieniai ziedai gali susidaryti dél retsykiais atsirandanciy kriting
slenksting verte virSijan¢iy auksino sankaupy, kuriy pakanka ziedo organy
iniciacijai, taciau tokio auksino koncentracijos gradiento orientacija Ziedo
meristemoje yra atsitiktiné, 0 tal lemia Siy mutanty ziedo organy tapatumo,

pozicijos ir skai¢iaus pokycius (Krizek, 2011).

1.6. VU Botanikos sodo mieZio mutanty, revertanty, genetiniy liniju, veisliy ir
hibridy kolekcija

Miezio genetiné kolekcija pradéta kaupti 1975 m., Botanikos sode jkiirus
Augaly genetikos skyriy. Pirmieji Sios kolekcijos mutantai buvo cheminés
mutagenezés budu i$ lietuviskos veislés ‘Auksiniai II” gauti originaltis Kiekybiniai,
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morfologiniai ir chlorofiliniai mieZio mutantai bei vélesnése kartose 1§ kai kuriy
genetiSkai nestabiliy Hv-tweaky spike tipo mutanty atsirad¢ revertantai. Véliau $i
kolekcija kelis kartus Zenkliai papildyta kituose miezi0 mutagenezés
eksperimentuose gautais Hv-tweaky spike, Hv-branched ear ir kity tipy mutantais.
Vienas 1§ didZiausiy minéty originaliy mutanty privalumy yra jy bendra kilme (tuo
paciu ir vienodas genetinis fonas, taigi, tokie mutantai laikytini beveik
izogeninémis linijomis), o taip pat ir ilgalaikis kultivavimas toje pacioje
geografinéje vietoveéje, leidgs gauti prie lokaliy ekologiniy salygy i§ dalies
adaptuotas augaly populiacijas, kurios yra ne tik jdomus fundamentiniy tyrimy
objektas, bet ir vertinga pirminé medziaga veisliy kiirimui (Rancelis ir kt., 2001).

1987 m. originalios kilmés mutanty kolekcija papildé i§ N. Vavilovo
instituto (VIR) (Sankt Peterburgas, Rusija) atsisiysti lizininiai mieZio mutantai bei
16 genetiniy linijy, skirty miezio genetiniam kartografavimui. 2001 m. ir 2002 m.
kolekcija buvo papildyta i§ Svedijos Siaurés Geny Banko (angl. Nordic Gene
Bank) gautais Hv-laxatum (Hv-lax) tipo miezio mutantais (16 Hv-lax mutanty ir 3
ju pradinés veislés ‘Bonus’, ‘Foma’ ir ‘Kristina’). 2002 m. kolekcija taip pat
pagaus¢jo 1§ USDA-ARS Nacionalinés Smulkiyjy Gridy Kolekcijos (angl.
USDA-ARS National Small Grains Collection, GSHO) (Aberdeen, Idaho, JAV)
parsisiystais jvairias Hv-Hooded/Kapl ir naujais Hv-laxatum tipo bei Kitais
morfologiniais ziedo/Ziedyno raidos miezio mutantais.

Nors dalis originaliy ir parsisiysty veisliy, mutanty, genetiniy linijy ir
revertanty laikui bégant buvo prarasta, VU BS mieZi0 genetin¢ kolekcija yra
gausiausia indukuoty augaly mutanty kolekcija Lietuvoje. Véliau §i kolekcija taip
pat zenkliai pasipildé dvigubais (Hv-tw, x Hv-Hd; Hv-Hd x Hv-Hd) ir trigubais
([Hv-tw, x Hv-Hd] x Hv-lax) mutantais, gautais 2003 m. keliais etapais atlikus
turimy vienguby mutanty kryzminimus. Siuo metu VU Botanikos sodo miezio
geneting kolekcijg sudaro 16 veisliy (9 i$ jy lietuviskos), 155 viengubi mutantai ir

genetings linijos, 71 revertantas bei 375 dvigubi ir trigubi mutantai.
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1.6.1. Miezio homeoziniai Hv-tweaky tipo mutantai

Miezi0 mutantai, turintys ,,apipeSiotas® varpas (angl. tweaked ears), yra
zinomi jau seniai (Reid ir Wiebe, 1968; Sggaard ir Wettstein-Knowles, 1987),
taCiau Sio tipo mutacijy genetiné prigimtis iki Siol néra iSaiSkinta. Hv-tweaky
fenotipas atsiranda tada, kai vienas ar daugiau varpos tarpubambliy yra pailgéje ir
dél varpos asiai nebtidingo apvalaus skerspjtivio tampa panasiis j stiebo segmentg.
D¢l Sios priezasties vizualiai atrodo, jog tokiose varpos srityse yra prarasti
varpuciy tripletai. Neretai varpos tarpubambliai, esantys i§ karto uz pailgéjusio
segmento, yra sutrumpeje ir sutankéje, todel varpose atsiranda varpuciy santalkos,
suteikiancios joms budingg ,,apipesiotg“ fenotipag (Reid ir Wiebe, 1968).

Pirmasis Hv-tweaky spike (angl. apipeSiota varpa) tipo mutantas (Hv-tw)
VU Botanikos ir genetikos katedroje buvo gautas dar 1974 m. 1§ lietuviSkos
vasarinio miezio veislés ‘Auksiniai II’ cheminés mutagenezés biidu, mirkant
griidus etilenimino ir detergenty tirpaluose (Rancelis, 1977). Pakartotinio
mutagenezés eksperimento metu 1982 m. 18 tos pacios ‘Auksiniai II” veislés buvo
gauti dar du nauji Hv-tw, ir Hv-tw, mutantai bei du dvigubi Hv-Eceriferum;tw,
(Hv-E,-,tw,) mutantai, neturintys vaskinés kutikulés (Vaitkiiniené, 1992). Véliau,
1987 m., i§ miezio veislés ‘Auksiniai 3’ nepriklausomai gauti dar aStuoni Hv-tw
tipo mutantai (Hv-tw;_;;), taip pat trys Hv-branched ear mutantai (Hv-be;-;)
Sakotomis varpomis bei serija kompaktines varpas turin¢iy Erectum mutanty Hv-
T;-;3 (Rancelis ir kt., 2001).

Komplementacijos tyrimai parodé, kad visi VU Botanikos ir genetikos
katedroje gauti Hv-tw tipo mutantai tarpusavyje yra aleliniai (Vaitkiiniené, 1992).
Be to, visos Hv-tw tipo mutacijos yra recesyviosios, o §io tipo mutantai —
pleiotropiniai, jiems biidingas daugybinis pakitusiy pozymiy kompleksas,
pradedant gradientine varpos raida (Ranelis, 1982; Balcitiniené, 1987; Zilinskaité
1987; Vaitkiinien¢, 1992) ir homeozine nereguliaria lodikuliy transformacija i

reprodukcinius organus (Balcitiniené ir kt., 2000; Bielitinien¢, 2001), baigiant
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genetiniu nestabilumu (Rancelis, 1982; Zilinskaité, 1987) ir dideliu imuniniu
nepakankamumu (Rancelis, 1993; Rancelis ir kt., 1994; Mackinaité ir kt., 1996;
Balcitiniene, 2001).

Varpos vystymosi skirtumai tarp Hv-tw tipo mutanty ir laukinio tipo (WT)
augaly atsiranda labai anksti, dar V-oje organogenezés stadijoje pradéjus
formuotis ir diferencijuotis varpuéiy uzuomazgoms. Skirtingai nei WT, Sioje
stadijoje pradeda intensyviai vystytis Hv-tw tipo mutanty varpy terminalinéje
dalyje esantys Ziedai, todél virSutiné mutanty varpos dalis 1§ dvieilés pereina ]
netaisyklingg daugiaeilg, suformuojancig savitos iSvaizdos ,karting™, 0 varpos
pamatinés dalies Ziedai licka prastai iSsivyste ir sterilis (Bieliiniené, 2001) (2
pav., A). Varpos poliSkumas lemia ir tokias Hv-tw mutanty ypatybes, kaip
chromosomy aberacijy priklausomybé nuo ziedo padéties varpoje: Hv-tw ir Hv-tw,
mutantams didesnis chromosomy aberacijy daznis nustatytas apatinéje varpos
dalyje esanciose lgstelése (Bielitinien¢ ir Rancelis, 1996).

Pleiotropiniams Hv-tw tipo mutantams taip pat biidinga vienos arba abiejy
lodikuliy transformacija j kuokelius, piesteles ar jvairius chimerinius §iy organy
darinius, nors pasitaiko ir nepakitusios struktiiros ziedy, turin¢iy dvi normalias
lodikules. Skirtingai nei daugelio kity ziedo raidos mutanty, Hv-tw tipo mutanty
lodikuliy transformacija yra nereguliaraus pobiidzio — lodikuliy transformacijos
tipu ir laipsniu gali skirtis ne tik toje pacioje varpoje esantys ziedai, bet ir abi to
paties ziedo lodikulés (Balcitinien¢ ir kt., 2000; Bielitinien¢, 2001). Kartu su
lodikuliy transformacija Hv-tw tipo mutantams biidingas ir Ziedo organy skaiciaus
nestabilumas, dazniausiai pasireiSkiantis kuokeliy praradimu (Bielitiniené ir kt.,
2003).

Daliai Hv-tw tipo mutanty pirmosiose kartose pasireik§davo genetinis
nestabilumas, dé¢l kurio tarp Siy mutanty palikuoniy atsirasdavo normalaus arba
beveik normalaus fenotipo augaly — revertanty. Idomu tai, kad reversijos
(griztamosios mutacijos Hv-twtw — Hv-TwTw) buvo budingos tik Hv-tw, Hv-tw,

ir Hv-tw, mutantams, kilusiems i$ ‘Auksiniai II” veislés, o i§ ‘Auksiniai 3’ veislés
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gautiems Hv-tw;_;; mutantams reversijy pasitaikydavo retai, todél Sie mutantai
genetiskai nestabiliais nelaikytini (Rancelis, 1982; Zilinskaite, 1987). Dél
pleiotropinés Hv-tw tipo mutacijy prigimties daugelis Sio lokuso revertanty iSlaiko
pavienius Kkiekybinius mutantinio komplekso pozymius, tokius, kaip padidéjes
baltymy kiekis griiduose (Rancelis, 1993), pakitusi aminortig§ciy sudétis
(Rancelis, 1996) ir kt. Nustatyta, kad Hv-tw — Hv-Tw revertanty kiekybiniy
poZzymiy jvairove atspindi ir jy DNR polimorfizmas, nustatytas naudojant RAPD
bei ISSR genetinius Zymenis (Zvingila ir kt., 2012). Retais atvejais tarp Hv-tw,
mutanto revertanty buvo aptikta augaly, turiniy naujy, ekonomiSkai naudingy
savybiy, pavyzdziui, didesnis atsparumas grybinéms ligoms (Rancelis ir kt.,
2001).

Kai kuriy Hv-tw tipo mutanty genetinis nestabilumas pasireiSkia ne tik
reversijomis, bet ir padidéjusiu chromosomy aberacijy ir seseriniy chromatidziy
mainy dazniu (BalCitinien¢ ir kt., 2000) bei padidéjusiu spontaniniy DNR trukiy
dazniu (Zukas ir kt., 2000), be to, Siems mutantams bidingas padidéjes laisvyjy
radikaly kiekis griiduose ir griido lukStuose (Rancelis ir kt., 1991; Bielitinien¢,
1993; Indritinaité ir kt., 1994), didesnis jautrumas y-spinduliams bei padid¢jes
atsparumas etileniminui (Rancelis, 1993).

Kaip minéta, visi VU Botanikos ir genetikos katedroje indukuoti Hv-tw
tipo mutantai buvo gauti i§ lietuviS8ky vasarinio miezio veisliy ‘Auksiniai II” ir
‘Auksiniai 3°. Veislé ‘Auksiniai II’ iSvesta 1933 m. sukryZzminus daniskg veisle
‘Abed Kenia’ su vokiSka veisle ‘Ackermanns Isaria’ ir rajonuota Lietuvoje
1950—1990 m. Veislé ‘Auksiniai 3’ sukurta 1973 m. sukryZzminus geografiSkai
tolimas veisles ‘Carina’ (Vokietija, Pranctzija) ir ‘Tarra 26’ (Japonija). Veislé
‘Auksiniai 3° Lietuvoje rajonuota nuo 1987 m. (Bivilien¢, 2011).

Be originalios kilmés Hv-tw mutanty tyrimuose VU Botanikos sodo
kolekcijoje taip pat saugomi dar du Hv-tweaky tipo mutantai Hv-tweaky No.18
(Hv-tw No0.18) bei Hv-tweaky and missing kernel (Hv-twmk), atsisiysti i§ USDA-
ARS Nacionalinés Smulkiyjy Griady Kolekcijos (JAV). Komplementacijos

29



tyrimai parodé, kad abu Sie mutantai yra nealeliniai originaliems Hv-tweaky spike
tipo mutantams. Jiems abiems taip pat budingas ,,trukiy* ir ,,kartiny* susidarymas
varpose ir ziedo organy skai¢iaus nestabilumas, ta¢iau, prieSingai nei originaliems
Hv-tweaky spike tipo mutantams, Hv-tw No.18 ir Hv-twmk nebidingos lodikuliy

transformacijos.

1.6.2. Hv-Hooded/Kap1 tipo homeoziniai miezio mutantai

Mieziai, turintys modifikuotus triSakius akuotus (angl. trifurcate awns),
primenancius ,kepuréles” (angl. Hood — gobtuvas, kepuré), yra natiraliai
aptinkami Himalajy kalny sléniuose Nepale. ‘Hooded Atlas’ miezio veislé
SeSiaeilémis varpomis buvo sukurta i§ mazdaug 5000 augaly per 18 mety.
Méginimai Siaurés Amerikoje introdukuoti $io tipo mutantus ir jy hibridus nebuvo
sékmingi: veislés, turin¢ios Hv-Hooded pozymj, kiek placiau augintos tik
vakariniy valstijy aukStikalnése, 0 didzioji dalis Siy paséliy buvo naudojami
Siaudy gamybai (Suneson ir Hoyle, 1958).

Miezio Hv-Hooded/Kapl (K) mutacija yra dominuojancioji, ta¢iau esama
duomeny, kad daugeliu atvejy heterozigotinius augalus (Kk) galima nesunkiai
atskirti nuo homozigotiniy (KK), taigi §ig mutacija galima traktuoti kaip nevisiskai
dominuojancia (Stebbins ir Yagil, 1966).

Hv-Hooded/Kapl fenotipg lemia K lokuse esancio meristemy tapatumo
geno BKn3 didziausiame 1V-ajame introne jvykusi 305 bp duplikacija, sukelianti
ektoping (gr. Ektopos — nutoles) Sio geno raiska apatinio ziedazvynio uzuomazgos
distalingje dalyje, dél kurios vietoje akuoto arba ant jo vystosi jvairios struktiiros
ir i§sivystymo laipsnio ektopiniai ziedai (Miller ir kt., 1995). Siuo metu zinomi
bent penki BKn3 geno aleliai: tai laukinio tipo (wt) I, Il ir Illa tipo aleliai,
lemiantys normalaus akuoto vystymasi apatinio ziedazvynio distalingje dalyje (Sie
aleliai neturi 305 bp duplikacijos BKn3 geno 1VV-jame introne), bei du mutantiniai

dominuojantieji BKn3 geno aleliai 111b (K®) ir Illc (K): K® alelis (angl. Elevated
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hood) dominuoja pries laukinio tipo alelius, bet yra recesyvus K alelio atzvilgiu ir
sukelia ektopinio ziedo susidarymg ant akuoto, 0 K alelis dominuoja visy kity
BKn3 geno aleliy atzvilgiu ir sukelia ektopinio ziedo susidaryma tiesiogiai ant
apatinio ziedazvynio (Badr ir kt., 2000). BKn3 geno skirstymas j alelius (I, I1, I1la,
b, c) yra pagristas savity diagnostiniy DNR zymekliy (20 bp insercijos
promotoriuje, 33 bp insercijos bei 305 bp duplikacijos 1V-ajame introne, vieno
nukleotido polimorfizmy) buvimu konkreciose Sio geno sekos vietose. Aleliams

saviti polimorfiniai DNR zymekliai ir jy pozicijos BKn3 gene pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Aleliams saviti diagnostiniai DNR Zymekliai BKn3 geno reguliacinése srityse
(pagal Badr ir kt., 2000)

nt pozicija Insercijos
promotoriuje

Insercijos 1V-ajame introne

N~ ®H LW Ol 9O 4 O @ © o o ~ © g

Alelio tipas S ERSIYISTBEREE8SE T
| T ¢ - CC + GG AGCGTC - - T

I - T + T C + G - A TTITCT + - C

Ila - T + T T + GG G T CGT - - C

b (K°) - T + T T + GG G TCGT - + C

Iic (K) - T + T T - GG G G T C G T - + C
%20 bp insercija: (+) — yra, (-) — néra; "33 bp insercija: (+) — yra, (-) — néra; “2 bp (TC) insercija:

(+) —yra, (-) — néra; “305 bp duplikacija: (+) — yra, (-) - néra

Taip pat buvo nustatyti bent penki Hv-Hooded/Kapl mutacijg slopinantys
suK (angl. Suppressor of K) lokusai, kuriy koduojami produktai galimai dalyvauja
IV-0jo introno atliekamame BKn3 geno raiskos reguliavime. Skirtingi SUK lokusai
sukelia jvairaus laipsnio daling Hv-Hooded/Kapl tipo mutanty fenotipo
normalizacija, pasireiSkian¢ig trumpy akuoty susidarymu vietoje ektopiniy ziedy

(Roig ir kt., 2004).
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II. TYRIMU OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimy objektas

Tyrimams naudotos kelios VU Botanikos sode saugomy vasarinio mieZzio
Hordeum vulgare ssp. vulgare L. vienguby ir dviguby mutanty grupés:

1. Hv-Hooded/Kapl (Hv-Hd) tipo mutanty kolekcija, dalis kolekcijoje
saugomy Hv-laxatum (Hv-lax) tipo mutanty (Hv-lax ab (GSHO
1573), Hv-lax-ac (GSHO 1574) ir Hv-lax-ae (GSHO 2041)) bei Hv-
tweaky tipo mutantai Hv-tweaky No.18 (Hv-tw No.18; GSHO 111) ir
Hv-tweaky and missing kernel (Hv-twmk; GSHO 1119)), gauti i$
USDA-ARS Nacionalinés Smulkiyjy Grady Kolekcijos (JAV).

2. Hv-laxatum tipo Hv-lax-a.434 mutantas, gautas i§ Siaurés geny
banko (Svedija).

3. Du originalios kilmés recesyvieji aleliniai Hv-tweaky spike tipo
mutantai Hv-tw ir Hv-tw,, gauti i§ ‘Auksiniai II’ veislés, kuri miisy
tyrimuose buvo naudota kaip laukinis tipas (WT).

4. Dviguby Hv-tw,;Hd, Hv-tw;lax, Hv-tw;twmk ir Hv-tw;tw No0.18
mutanty linijos (vieno augalo palikuonys), varpose sudarancios (+)

arba nesudarancios (-) ektopines j lapus/stiebus panasias iSaugas.

Kadangi egzistuoja didelé Hv-Hd tipo miezio mutanty fenotipo jvairové, is
14 VU Botanikos sodo kolekcijoje saugomy Hv-Hd mutanty buvo pasirinkti du
alternatyvaus fenotipo mutantai, labiausiai besiskiriantys varpos architektiira: tai
mutantai Hv-Hooded/Kapl.a (Hv-H (Colsess I1); GSHO 67) ir Hv-Lemma hooded
(Hv-Lh; GSHO 932, http://www.ars-grin.gov/cgi-
bin/npgs/acc/display.pl?1514053) (2 pav., B).
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Hv-H mutantas buvo sukurtas kryzminimo budu j ‘Atlas 46’ veislés
miezius jterpus mutantinj Hv-Kapl gena i§ ‘Colsess’ veislés ir véliau atlikus 10
griztamyjy kryZzminimy su pradine veisle (Stebbins ir Yagil, 1966). Tokia naujai
sukurta veislé buvo pavadinta Colsess II. Sesiaeilis Hv-H (Colsess 11) mutantas ant
apatiniy ziedazvyniy distalinés dalies vietoje akuoty sudaro invertuotus gerai
1§sivysCiusius ektopinius Ziedus (Miiller ir kt., 1995).

Hv-Lemma hooded (Hv-Lh) mutanto istorija sudétingesné: §j mutantg
iSskyré T. Tsuchiya i§ Clho 6868 linijos, kurios kilmé yra tokia: Triple Bearded
Mariout (Clho 2523)/Hooded Awn (Clho 6176) // Brittle Rachis (Clho
6170)/Lyallpur (PI 57959) (http://www.ars-grin.gov/cqi-
bin/npgs/acc/display.pl?1037950). Palyginti su Kkitais Hv-Hooded/Kapl tipo

mutantais, Hv-Lh pasizymi unikaliu fenotipu: $io SeSiaeilio mutanto ektopiniai
ziedai vystosi ant akuoty, o jy struktiira jvairi, pradedant normaliais akuotais ir
nezymiais sustor¢jimais ant jy, baigiant visiSkai iSsivysCiusiais steriliais
ektopiniais Ziedais. Be to, $§io mutanto varpazvyniai yra virte akuotus turinciais
ziedazvyniais, ant kuriy taip pat vystosi ektopiniai Ziedai ir/arba jy uzuomazgos.

Kartu su dviem minétais Hv-Hooded/Kapl mutantais kai kuriems tyrimams
naudoti ir keli kiti Sesiaeiles varpas turintys Hv-Hd tipo mutantai — tai Hv-Dense
wing hood (Hv-Dwh; GSHO 928), Hv-Hoods on center spikelet (Hv-Hcs; GSHO
666) ir daugiaeilis Hv-Multiflorous (Hv-Mf; GSHO 79) (2 pav., B).

Hv-Dwh mutantui budingi sutrumpéje varpos tarpubambliai (tankesnés
varpos) bei stipriai redukuoti ektopiniai ziedai, 1§ kuriy likusios tik
ziedazvynio/akuoto pereinamojoje zonoje esanc¢ios dvi Savitos gerai i$sivysciusios
trikampio formos iSaugos — sparnai.

Hv-Hcs mutanto ektopiniai ziedai yra dar labiau redukuoti nei Hv-Dwh —
labai prastai iSsivyste uzuomazgy pavidalo sparnai islike tik centringje varpuciy
eil¢je, o Soninés varpuciy eilés neturi nei akuoty, nei jokiy ektopiniy struktiiry. Be
to, Hv-Hcs mutanto varpoms budingi gerai iSreikSti, nusmailéje ir iStis¢

varpazvyniai, savo i§vaizda primenantys nedidelius akuotus.

33


http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/acc/display.pl?1037950
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/acc/display.pl?1037950

Hv-Mf mutantas i§ kity Hv-Hd tipo mutanty iSsiskiria daugiaeilémis

varpomis, o §io mutanto ektopiniai Ziedai yra gerai iSsivyste, taciau smulkesni nei

Hv-H mutanto.

AN - B | t
2 pav. Miezio homeoziniy Hv-tw, (A) ir Hv-Hooded/Kapl (B) tipo mutanty varpos. I$
kairés j deSine: A — laukinio tipo (veislés ‘Auksiniai II’) ir Hv-tw, mutanto varpos; B —
Hv-Lemma hooded, Hv-Hooded/Kapl.a, Hv-Multiflorous, Hv-Hoods on center spikelet ir
Hv-Dense wing hood mutanty varpos

Tyrimams taip pat atrinkta grupé miezio dviguby mutanty, gauty 2003 m.
sukryzminus Hv-tw tipo mutantus tarpusavyje arba su jvairiais Hv-Hd tipo
mutantais (Vaitktniené ir kt., 2004a, b). Dél dominuojancios Hv-Hd mutacijos
prigimties, siekiant uztikrinti hibridizacijos kontrolg Hv-tw, mutantas visais
atvejais buvo naudotas kaip motininis augalas. Kadangi visi Hv-tw tipo aleliai yra
recesyvieji, Hv-tw pozymio raiska individe rodo homozigoting Sio tipo alelio
biikle. Be to, homeozinés transformacijos Hv-tw ir Hv-Hd tipy mutantuose vyksta
skirtinguose lygmenyse — Hv-Hd tipo mutacijos sukelia akuoto transformacijg |
ektopini Zieda, Hv-tw mutacijos lemia varpos poliSkumg ir lodikuliy
transformacijas j reprodukcinius organus, o tai taip pat leido atskirai jvertinti Hv-

tw ir Hv-Hd aleliy veikimg dvigubuose mutantuose.
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Atlikus kryzminimus, daugelyje karty buvo vykdoma dviguby Hv-tw,;Hd
mutanty atranka ir stabilizavimas: Siuo etapu dalis dviguby mutanty sékmingai
stabilizuoti iki stabiliai Hv-tw ir Hv-Hd pozymius iSlaikanéiy varianty, kuriuos
galima naudoti dekoratyviniais tikslais (Siuksta ir kt., 2012), ta¢iau kita dviguby
mutanty dalis i§liko nestabilts ir §i paveldima fenotipo nestabilumo forma isliko
iki pat Fy kartos, kurios augalai buvo naudojami miisy tyrimuose. Be to, daliai
dviguby mutanty, pasizyminciy fenotipiniu nestabilumu, atsirado naujy, téviném
formoms neblidingy pozymiy, tokiy, kaip nestabilus jvairiy ektopiniy 1
lapus/stiebus panasiy iSaugy susidarymas varpose, pailgéje ir/arba sustoréj¢ varpy
tarpubambliai bei plataus spektro pagrindinio ir ektopinio ziedo variacijos,
zenkliai pralenkiancios vienguby mutanty fenotipinés variacijos ribas. Visi
kryZminimai buvo atlikti VU GMF Botanikos ir genetikos katedros Siltnamyje ir
VU Botanikos sode.

Tyrimams naudotos dviguby mutanty linjjos (vieno augalo palikuonys),
gautos 1§ Fg individy ir abiejy mutanty pozymius islaikancios bent trejose kartose.
Konkrec¢ios dviguby mutanty linijos tyrimams parinktos remiantis dviem
Kriterijais: pirma, pagal Ziedo/ziedyno struktiirg (atsizvelgiant tiek j Hv-tw, tiek j
Hv-Hd fenotipg), antra, pagal Ziedo/Ziedyno variacija (ektopiniy j lapus/stiebus
pana$iy struktiiry susidarymg). Tyrimams naudoty dviguby mutanty linijy
aprasymas pateiktas 2 lenteléje

Glausta informacija apie dviguby mutanty linijas (kryzminimui naudoti
téviniai mutantai, linijos numeris, gebéjimas varpose formuoti j lapus/stiebus
panaSias iSaugas) taip pat nurodyta visose Rezultaty dalies lentelése ir

paveiksluose.
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2 lentelé. Tyrimams naudoty miezio vienguby ir dviguby mutanty fenotipo
charakteristika
Varpy Ektopinio
Mutantas® eiliSku- Varpuy architektiiros ypatumai Ziedo
mas® padétis®
WT (‘Auksiniai IT”) 2 Ilgos varpos, turin¢ios vidutiniSkai i$sivyséiusius -
() sterilius Soninés varpuciy eilés Ziedus
Hv-tw, ir Hv-tw (-) 2tw  Varpos trumpos, ziedy iSsivystymas gradientinis nuo -
steriliy varpos apacioje iki stambiausiy daugiaeiléje
varpos virStinéje. Varpos tarpubambliai gali buti
pailgeje
Hv-tw No.18 (-) 2 Daugelis varpy tyri varpudiy nesudaranéiy ,.trikiy“ bei -
savity daugiaeiliy varpuciy santalky — , kartiny*
Hv-tw;tw No.18 2 tw Dvieilés varpos, gali turéti ,trukiy ir ,,kartiny* -
Hv-twmk 2 Kai kurios varpos turi ,trikiy“, varpos retos, neturi -
varpazvyniy
Hv-tw;twmk ir 2tw  Dvieilés varpos, gali ,,kartiny* -
Hv-twmk;tw
Hv-Lh (-) 6 Varpazvyniai virt¢ ziedaZvyniais M
Hv-tw,;Lh N11 (+) 2tw  Dalis Soninés varpuciy eilés ziedy fertillis, kai kurie M
varpy tarpubambliai pailgéje
Hv-tw,;Lh N13 (-) inttw  Varpos trumpos, varpazvyniai virte Ziedazvyniais 111
Hv-tw,;Lh N17 (+-) 2 tw Stambiis Soninés varpuciy eilés ziedai, kai kurie varpy 7k
tarpubambliai pailgéje
Hv-tw,;Lh N19 (+) inttw  Centrinés varpuéiy eilés ektopiniai Ziedai ant akuoto, AN
Soninés varpudiy eilés ektopiniai ziedai iSvyste
tiesiogiai ant ziedazvynio
Hv-Mf (-) >6 Tiek pagrindiniai, tiek ektopiniai Ziedai smulkis 0
Hv-tw,; Mf N14 (+) inttw  Centrinés varpuciy eilés ziedai turi ektopinio Ziedo 1
uZuomazga ant akuoto, Soninés varpuiy eilés
ektopiniai ziedai iSsivyste tiesiogiai ant ziedazvynio
Hv-Dwh (-) 6 Tankios varpos dél sutrumpéjusiy varpos tarpubambliy 0
Hv-tw,;Dwh N25 (-) 2 Sakotos varpos (pamatinéje dalyje) 1
Hv-H () 6 Ant vieno apatinio Ziedazvynio gali biti i$sidéste keli 01
ektopiniai ziedai
Hv-tw,;H N8 (-) inttw  Vyrauja ektopiniy Ziedai uZuomazgos, kai kurie AN
ziedazvyniai pailgéje
Hv-tw,;H N21 (+) 2tw  Ektopiniai ziedai pasitaiko retai ir yra neZymiy A
sustoréjimy akuoto distalinéje dalyje pavidalo
Hv-Hcs (-) 6 Ektopiniy ziedy uzuomazgos tik ant centrinés varpuciy 0
eilés ziedy, ant Soninés varpuciy eilés ziedazvyniy néra
nei akuoty, nei ektopiniy ziedy
Hv-H;Hcs N9 (-) 6 Labai stambiis ektopiniai ziedai su iStjsusiais sparnais o/1
virtusiais akuotéliais
Hv-lax 2 Ilgos ir retos varpos -
Hv-tw;lax 2 Varpos gali turéti ,trikiy“, ,kariny“, pailgéjusius -

varpazvynius ir ziedazvynius

"Ektopiniy j lapus/sticbus panadiy iSaugy susidarymas varpose: (+) — susidaro, (-) — nesusidaro, (+-) —
susidaro lauko salygomis, nesusidaro iltnamio salygomis. *Varpy eiliskumas: 2 — dvieilés, 6 — $esiaeilés, >
6 — daugiaeilés, 2 tw — Hv-tw pozymiy (,,trukiy® ir ,karny®) turin¢ios dvieilés, int tw — Hv-tw poZymiy
turingios intermedium (isilgai varpos asies kintan¢io eiliskumo). *Ektopinio Ziedo padétis: (-) — ektopiniy
ziedy neturi, 0 — ektopiniai ziedai i$sivyste ant apatiniy ziedazvyniy distalinés dalies, 1/11/111 — ektopiniai
ziedai iSsivyste ant trumpy (1), vidutiniy (11) arba ilgy (111) akuoty
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2.2. Tyrimy metodika

2.2.1. Cheminés medzZiagos

3 lentelé. Tyrimams naudotos cheminés medziagos, fermentai ir jy

gamintojai

Cheminé medZiaga

Formulé/koncentracija/

Gamintojas, Salis

biivis
2-chloretilfosfono ragstis (etefonas) C,HeCIOzP Sigma-Aldrich, JAV
2-(p-chlorfenoksi)-2-metilpropano rtgstis (PCIB) | C1oH;ClO3 Sigma-Aldrich, JAV
2,4-dichlorfenoksiacto ragstis (2,4-D) CsHCl,04 Alfa Aesar, Vokietija
3-(trimetoksilil)propilmetakrilatas CioHO:Si Sigma-Aldrich, JAV

Selectophore™ (bind-silanas)

9-hidroksi-9-fluorenkarboksiraigstis (HFCA)

C14H1003

Sigma-Aldrich, JAV

Acto riigstis

CH3;COOH, 100 %

Sigma-Aldrich, Vokietija

Agar-agaras

Roth, Vokietija

Agarozé (TopVision™)

Thermo Scientific,
Lietuva

Akrilamidas

C3HsNO

Roth, Vokietija

Amonio persulfatas

(NH,)25;05

Sigma-Aldrich, JAV

Azotas

Suskystintas

Elme Messer Gaas,
Latvija

Boro rugstis H3;BO; Sigma-Aldrich, Japonija
Bromfenolio mélis Cy9HqBr,0sSNa Riedel-de Haén, Vokietija
Chloroformas CHCI, Roth, Vokietija
D(+)-sacharozé C12H2,011 Roth, Vokietija
dNTP misinys Po 2 mM dATP, dCTP, Thermo Scientific,

dGTP, dTTP Lietuva

Dichlordimetilsilanas (repel-silanas)

(CH3),SiCl,, 2 % tirpalas
oktametilciklo-oktasilane

Sigma-Aldrich, JAV

DNR molekulinis ilgio Zzymuo

GeneRuler™ 50 bp DNA
Ladder, 0,1 pg-uL™

Thermo Scientific, JAV

Etilendiamintetraacto rugstis (EDTA) C1oH16N,0g Sigma-Aldrich, JAV
Etanolis (EtOH) C,H;0H, 96,4 % Vilniaus degtiné, Lietuva
Etidzio bromidas C,1HyoN3Br Roth, Vokietija
Formaldehidas CH,0, 36 % Chempur, Lenkija
MQgCl, tirpalas 25 MM Thermo Scientific,

Lietuva

Mineraliné alyva

Sigma-Aldrich, JAV

Murashige ir Skoog (MS) baziniy drusky misinys

Sigma-Aldrich, JAV
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3 lentelés tesinys

MS terpés vitaminy tirpalas 1000x Sigma-Aldrich, JAV
N-1-naftilftalamo rtugstis C1gH13NO3 Sigma-Aldrich, JAV
N,N'-metilenbisakrilamidas C;H1oN,0O, Sigma-Aldrich, JAV
N,N,N',N'-tetrametiletilendiaminas (TEMED) CsH1sN> Roth, Vokietija

Natrio hidroksidas NaOH Roth, Vokietija
Polioksietilensorbitano monolauratas (Tween®20) | CsgH114056 Sigma-Aldrich, Pranciizija
Sacharoze C12H2,011 Roth, Vokietija

Sidabro nitratas AgNO; Riedel-de Haén, Vokietija

Taq buferinis tirpalas

10><, _MgClz, +(N H4)2804

Thermo Scientific,
Lietuva

Taq DNR polimerazé

Rekombinanting, 5 U-pL™*

Thermo Scientific,
Lietuva

trans-cinamo raigstis CoH50, Sigma-Aldrich, Vokietija
Tris(hidroksimetil)aminometanas (TRIS) C,H11NO3 Fisher Scientific, JAV
2,3,5-trijodbenzenkarboksirtigstis C,H3l;0, Sigma-Aldrich, JAV
Uréja CH,;N,0 Roth, Vokietija

2.2.2. Tirpalai ir jy paruoSimas

5% TRIS-Boratinis-EDTA (TBE) buferinis tirpalas elektroforezei (500
mL, pH = 8,3). Tirpalui paruosti atsveriama 27,23 g TRIS, 13,92 g H3sBO; ir 0,19

g EDTA, ir iStirpinama distiliuotame vandenyje. Buferinis tirpalas laikomas

kambario temperatiiroje.

1,5 % agarozés gelis BKNn3 geno PGR produkty analizei (100 mL).

Pasveriama 1,5 g agarozés, jpilama 20 mL 5x TBE buferinio tirpalo ir distiliuoto

vandens iki 100 mL. Tuomet agarozés suspensija maiSant $ildoma mikrobangy

krosnel¢je kelis kartus iki uzvirimo. Agarozei visiskai iStirpus, tirpalas auSinamas

vandens vonioje mazdaug iki 50-55 °C, tuomet j jj jlaSinama 10 pL etidzio

bromido (5 mg-mL™) tirpalo ir gelis supilamas j gelio uZpylimo rémelj su

jstatytomis Sukomis, kol visiskai sustings.
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6% bromfenolio mélio tirpalas PGR produkty jneSimui i agarozés gelj.
Tirpalg sudaro 0,2 % bromfenolio mélio, 0,002 M EDTA ir 40 % sacharozés.
Tirpalas laikomas +4 °C tamsoje.

30 9% akrilamido ir bisakrilamido (29:1) tirpalas (100 mL).
Nedideliame distiliuoto vandens tiiryje istirpinama 29 g akrilamido bei 1 g N,N'-
metilenbisakrilamido, ir jpilama distiliuoto vandens iki 100 mL. Tirpalas
filtruojamas per filtrinj popieriy ir laikomas +4 °C tamsoje.

6 % amonio persulfato tirpalas (5 mL). Pasveriama 0,3 g amonio
persulfato ir iStirpinama 5 mL distiliuoto vandens. Tirpalas filtruojamas per filtrinj
popieriy, iSpilstomas j Eppendorf tipo mégintuvélius po 833 uL ir laikomas —20
°C temperatiiroje tamsoje.

6 % denatiruojantis poliakrilamidinis (PAA) gelis DD-PGR produkty
analizei (80 mL). Tirpalas ruoSiamas pries pat gelio uzpylima. Pasveriama 40,4 g
ur¢jos, jpilama 16 mL 5x TBE buferinio tirpalo bei 60 mL distiliuoto vandens ir
tirpinama ant magnetinés maiSyklés (Ika RH b 2, Vokietija) silpnai sildant (ne
daugiau nei iki +50 °C). Tuomet tirpalas atvésinamas iki kambario temperatiros, j
ji ipilama 833 pL Svieziai atitirpinto 6 % amonio persulfato ir distiliuoto vandens
iki 80 mL galutinio tiirio. Prie§ pat gelio uzpylimg polimerizacijos reakcijai
pradéti | gautg tirpalg jlaSinama 200 uL. TEMED.

Silano tirpalas PAA geliui prie stiklo priklijuoti (1,5 mL). SumaiSoma
1,425 mL 96,4 % EtOH, 75 pL ledinés acto rugsties ir 4,5 puL bind-silano. Tirpalas
gaminamas prie$ pat naudojima.

FIX/STOP tirpalas PAA geliui fiksuoti ir daZzymo sidabru reakcijai
sustabdyti (1,5 L). Tirpalo sudétis: 10 % EtOH ir 0,5 % acto ragsties. FIX/STOP
tirpalas laikomas +4 °C temperattroje tamsoje. PAA geliui fiksuoti naudojamas
Saltas (+4 °C) FIX/STOP tirpalas, dazymo sidabru reakcijai sustabdyti — kambario
temperatiiros FIX/STOP tirpalas. Tirpalas gali buiti naudojamas 3x.

Sidabro dazai PAA geliui impregnuoti (1,5 L). Pasveriama 2,25 ¢
AgNO; ir iStirpinama 1,5 L distiliuoto vandens. Tada jpilama 2,25 mL 36 %
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formaldehido. Sidabro dazai laikomi kambario temperatiroje tamsoje, tirpala
galima naudoti 7x.

Tirpalas PAA geliui rySkinti po impregnacijos sidabro dazais (1,5 L).
Pasveriama 22,5 g NaOH ir istirpinama 1,5 L distiliuoto vandens. | gautg natrio
sarmo tirpalg jpilama 3 mL 36 % formaldehido. Ryskinimo tirpalas laikomas

kambario temperatiiroje tamsoje, tirpalg galima naudoti 3x.

2.2.3. DNR isskyrimas ir koncentracijos bei kokybés nustatymas

DNR buvo isskiriama i§ H. vulgare L. lapy. Augaly audiniai
homogenizuojami suskystintame azote, DNR isskiriama naudojant rinkinj
»Genomic DNA Purification Kit* (Fermentas, Lietuva) pagal gamintojo pateiktas
rekomendacijas. DNR iSskyrimo procediiros atliktos naudojant termobloka
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Vokietija) bei centrifuga Centrifuge 5424
(Eppendorf, Vokietija).

Isskirtos DNR  koncentracija bei kokybé nustatyti bekiuveciu
spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop™, JAV). Amplifikacijai naudojami 50
ng-uL™ koncentracijos DNR tirpalai, kurie ilga laika gali buti saugomi —20—80 °C

temperatiiroje.
2.2.4. PGR salygos BKn3 geno reguliacinéms sritims amplifikuoti

Geno BKn3 reguliaciniy sri¢iy, turin¢iy diagnostinius Zymenis (20 bp
insercija promotoriuje, 33 bp insercija bei 305 bp duplikacija IV introne),

amplifikacija buvo atlikta naudojant pateiktus pradmenis, kuriy sekos pateiktos 4

lenteléje.
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4 lentelé. Pradmenys, naudoti BKn3 geno alelizmui nustatyti

Amplifikuojama Fragmento Pradmuo Pradmens seka
BKn3 geno sritis dydis, bp (5'—3")
Promotoriaus Kn23 GGC ATT GTG TGG CAA
fragmentas, apimantis 913 (tiesioginis) | TGC GTG ACA
20 bp insercijg Kn24 ACA CTA CTC TCG AGC
(atvirkstinis) | ACC TTC CTC
IV introno fragmentas, Kn5 CCA TGC AGC TAC CTC
apimantis 33 bp 954 (tiesioginis) | TTG TCC TCG
insercija Kn6 GGA AAG CAT CCA ACG
(atvirkstinis) | TCT CTT GAC
IV introno fragmentas, pA TTCTTT GTG TGT GTT CTG
apimantis 305 bp 649 (tiesioginis) | GGG A
duplikacija pB AGG TTT GAA CTT GGA
(atvirkstinis) | CTC GCC

PGR misSiniai ruo§iami aseptinémis sglygomis laminariniame bokse SAFE
2020 (Thermo Scientific, Vokietija). Amplifikacija atliekama plonasieniuose
polipropileniniuose 0,2 mL tiirio mégintuvéliuose. Reakcijos misinys ruoSiamas
be Tag DNR polimerazés, jos j misinj jpilama po pradinés denatiiracijos pradmeny

prisijungimo metu. PGR misSinio sudétis:

10x Taq buferinis tirpalas 5uL

dNTP miSinys (2 mM) 4 uL

MgCl; (25 mM) 4 uL

Pradmenys (tiesioginis ir atvirkstinis) pol
(10 pmol-pL™) ul

DNR (50 ng'uL™") 2 puL

Dejonizuotas H,O (18,3 MQ) 28 uL

IS viso: 45 uL

I reakcijos miSinius prie§ amplifikacijg jpilama po 15 pL mineralinés
alyvos, o pirmojo amplifikacijos ciklo metu pradmeny prisijungimo etape i

kiekvieng mégintuvélj jpilama po 5 pL skiestos Taqg pol (0,3 uL Taq pol + 4,7 uL

41



dejonizuoto H,O; galutinis amplifikacijos reakcijos tiris 50 pL). Amplifikacija

atlikta termocikleriu Mastercycler Personal (Eppendorf, Vokietija), PGR rezimas:

Pradiné DNR denattracija 97 °C, 5 min.
Pradmeny prisijungimas 65 °C, 3 min. (jpilama skiestos Taqg pol)
DNR sintezé¢ 72 °C, 2 min
DNR denatiiracija 94 °C, 1 min
Pradmeny prisijungimas 65 °C, 1 min | 35x
DNR sintezé 72 °C, 2 min

PGR produktai iki frakcionavimo saugomi +4 °C temperatiroje arba

ilgesnj laika gali buti saugomi —20—80 °C.

2.2.5. PGR produkty frakcionavimas agarozés gelyje

Prie§ frakcionavimg PGR produktai (50 pL) sumaiSomi su 10 pL 6x
bromfenolio mélio tirpalo ir frakcionuojami 1,0 % agarozés gelyje 0,5 TBE
buferiniame tirpale, 4 V-cm™ rezimu. Elektroforezé atlickama elektroforezés
voneléje MS Maxi (Cleaver Scientific Ltd, Jungtiné karalysté), prijungtoje prie
srovés Saltinio PowerPac™ HC (Bio-Rad, Singapiras). Geliy dokumentavimui ir

analizei naudojama BioDocAnalyze (Biometra, VVokietija) sistema.

2.2.6. PGR produkty iSskyrimas i gelio ir paruoSimas sekos nustatymui

Frakcionuoti PGR produktai iSpjaunami ir isskiriami i§ 1,0 % agarozés
gelio naudojant rinkinj ,,ZymoClean™ Gel DNA Recovery Kit” (Zymo Research,
JAV) pagal gamintojo rekomendacijas. ISskirty PGR fragmenty grynumas

patikrinamas 1,0 % agarozés gelyje, jy koncentracija ir Svarumas nustatomi
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laSeliniu spektrofotometru. I§ gelio iSskirty amplifikacijos produkty sekvenavimas

atliktas firmoje BaseClear (Nyderlandai).

2.2.7. Augaly veikimas etilenu

Etileno poveikio miezio homeoziniams viengubiems ir dvigubiems
mutantams tyrimai buvo atlikti VU Gamtos moksly fakulteto Botanikos ir
genetikos katedros Siltnamyje 2012 m. Ziemg. PrieS sé€jimg grudy pavirSius
sterilinamas 1 min. 70 % EtOH, tuomet griidai 18 min. NaCIO 2,25 % tirpale
(komercinio baliklio ,,ACE® ir vandens (1:1) tirpalas), galiausiai griidai plaunami
5x steriliu distiliuotu H,O ir paliekami brinkti 12—16 val.

Eksperimentui reikalingos etileno dujos issiskiria vykstant etileno pirmtako
2-chloretilfosfono rugsties (etefono) hidrolizei, kai tirpalo pH > 4,5 (Biddle ir kt.,
1976). Augaly veikimas etilenu atliktas remiantis Yagil ir Sebbins (1969) bei
Osnato ir kt. (2010) darbais. Augalai purSkiami 10 mM koncentracijos etefonu 50
mM fosfatiniame buferiniame tirpale (pH = 7), kuriame istirpdyta 0,1 % nejoninio
detergento Tween® 20, padidinan&io tirpalo adhezija su augalo pavir§iumi.
Etefono tirpalu purskiami augalai, turintys 4—5 lapus, nes Sios vystymosi stadijos
metu vyksta miezio ziedyno ir ziedo meristemy iniciacija (Yagil ir Stebbins,
1969). Purskiama 2x su 18 val. pertrauka, nupurSkus augalai nedelsiant
uzdengiami skaidriais plastikiniais maiSais. Kontrolinés grupés augalai purSkiami
buferiniu tirpalu be etefono. Bandymo metu iStirta po 12—17 kiekvienos
eksperimentinés grupés vienguby ir dviguby mutanty augaly.

Pagrindinio ir ektopinio ziedo struktliros tyrimui naudojama §vieziai
surinkta tiriamoji medziaga, kuri, esant reikalui, gali biiti ilgesn;j laikg saugoma +4
°C temperatiiroje tamsoje arba fiksuojama Carnoy fiksatoriumi (etanolio ir ledinés
acto rigsSties tirpalas santykiu 3:1). Ziedai preparuojami ir analizuojami

naudojantis stereomikroskopu (Motic SMZ-143, Vokietija), sujungtu su
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fotokamera (Moticam 2000, Vokietija). Tiriant dviguby mutanty linijas, varpose
formuojancias | lapus/stiebus panaSias struktiiras, analizuotos varpos ar varpy

segmentai, turintys i$sivysc¢iusiy Ziedy.

2.2.8. Augaly veikimas sintetiniu auksinu 2,4-D ir auksino inhibitoriais

2,4-dichlorfenoksiacto rtigSties (2,4-D) ir auksino inhibitoriy poveikio
viengubiems ir dvigubiems homeoziniams mutantams tyrimai atlikti tiek lauko,
tiek Siltnamio sglygomis 2012—2013 m.

2,4-D poveikiui in vivo tirti naudota 2 g-L™* 2,4-D koncentracija. Tirpalui
paruosti, reikiamas kiekis 2,4-D tirpinamas 0,1 M NaOH tirpalu titruojant tol, kol
visiskai iStirpsta (tirpalo pH = 7). Tuomet jpilama 0,1 % nejoninio detergento
Tween® 20 ir gerai i§maiSoma.

Auksino polinio transporto inhibitoriaus 9-hidroksi-9-
fluorenkarboksirtigsties (HFCA) ir antiauksino 2-(p-chlorfenoksi)-2-metilpropano
rugsties (PCIB) poveikiui in vivo tirti ruo$iamas 200 uM koncentracijos tirpalas.
Tuo tikslu reikiamas kiekis HFCA ir PCIB istirpinamas nedideliame ttryje 96 %
EtOH (galutiné EtOH koncentracija tirpale 0,1 %), tuomet jpilamas reikiamas
kiekis distiliuoto H,O ir 0,1 % nejoninio detergento Tween® 20.

Paruostais 2,4-D, HFCA ir PCIB tirpalais nedelsiant purSkiami 4—5 lapy

stadijos augalai.
2.2.9. Geny raiskos tyrimas diferencinio vaizdinimo metodu
Potencialiems geny raiskos skirtumams tarp mutanto Hv-tw, ir jo pradinés

veislés “Auksiniai II” nustatyti naudotas diferencinio vaizdinimo (angl.

Differential display) metodas.
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2.2.9.1. RNR iSskyrimas ir paruoSimas atvirks$tinei trankskripcijai

Visuminé RNR isskiriama i$ 4,5 lapo turin¢iy Siltnamio sglygomis auginty
augaly apikalinés stiebo dalies, viduje turinios varpos uzZuomazgg. Pries
visuminés RNR iSskyrimg sticbo segmentas be lapy kelis kartus plaunamas steriliu
distiliuotu H,O. Augalo audiniai homogenizuojami suskystintame azote, RNR
iSskiriama rinkiniu ,InnuPREP Plant RNA Kit (Analytik Jena AG, Vokietija)
pagal gamintojo protokolg. RNR iskyrimas atlickamas aseptinémis salygomis
laminariniame bokse, darbo metu visi darbiniai pavirSiai valomi RNAziy
inhibitoriaus tirpalu RNase-Exitus Plus & Trade (AppliChem, Vokietija).

I$skirtos visuminés RNR integralumas tikrinamas 1 % agarozés gelyje 0,5
TBE buferiniame tirpale, esant 4 V.cm™ jtampai. Kokybiskuose preparatuose
neturi buti like DNR pédsaky, frakcionuotos visuminés RNR profilyje turi matytis
rySkiy kontiiry nedegradavusios 28 S (4—5 kb) ir 18 S (=2 kb) rRNR bei diskrecios
juostelés mazos (0,1—0,3 kb) bei didelés (7—15 kb) molekulinés maseés RNR.
Kokybisky visuminés RNR preparaty koncentracija i§ $varumas jvertinami

laseliniu spektrofotometru.

2.2.9.2. Atvirkstiné transkripcija ir diferencinio vaizdinimo PGR

Visi geny raiSkos tyrimo diferencinio Vvaizdinimo metodu etapai
(atvirkstiné transkripcija, diferencinio vaizdinimo PGR (angl. Differential display
PCR, toliau DD-PGR), DD-PGR produkty denatiiracijai ir dvipakopé
reamplifikacija) atlikti naudojant rinkinj ,,RNAspectra™ Red Kit 7% (GenHunter,
JAV) pagal gamintojo protokola. Atvirkstinei transkripcijai naudojama tik geros
kokybés Svieziai iSskirta (neSaldyta) visuminé RNR. Atvirkstinei transkripcijai
atlikti naudoti trys oligo-dT pradmenys, besiskiriantys 3'-gale esan¢iu nukleotidu
(pradmenys H-T1;A, C arba G). DD-PGR atlikta naudojant minéty trijy H-T1;A,
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C, G pradmeny kombinacijas su 8 atsitiktinés sekos oligotridekameriniais
pradmenimis (H-AP49-56, i§ Vviso 24 pradmeny kombinacijos). Diferenciniam

vaizdinimui naudoty pradmeny sekos pateiktos 5 lenteléje.

5 lentelé. Pradmenys, naudoti geny raiskos skirtumams diferencinio vaizdinimo metodu
nustatyti

Pradmuo | Pradmens seka (5'—3")
H-T;;A | AAG CT A

H-T,C AAG CT(,C

H-T;;G | AAG CT;,G

H-AP49 | AAGCTTTAGTCCA
H-AP50 | AAGCTTTGAGACT
H-AP51 | AAG CTT CGA AAT G
H-AP52 | AAGCTTGACCTTT
H-AP53 | AAGCTT CCTCTAT
H-AP54 | AAGCTTTTGAGGT
H-APS5 | AAGCTTACGTTAG
H-AP56 | AAG CTT ATG AAG G

2.2.9.3. Vertikalios elektroforezés sistemos stikly paruosimas DD-PGR
produktams PAA gelyje frakcionuoti

DD-PGR produktai frakcionuojami 6 % PAA gelyje denattiruojanc¢iomis
salygomis, naudojant vertikalios elektroforezés sistemag Sequencing Cell Sequi-
Gen® GT (Bio-Rad, JAV) bei srovés altinj PowerPac™ HV (Bio-Rad, JAV).
Elektroforezé atlickama esant 1800 V jtampai 1x TBE buferiniame tirpale.

Kadangi DD-PGR produktai po frakcionavimo PAA gelyje dazomi
sidabru, prie$ elektroforeze abu gelio kasetés stiklai (38 cm x 50 cm) paruoSiami

taip, kad elektroforezei pasibaigus gelis lengvai atlipty nuo vieno stiklo, o prie
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stiklo, su kuriuo kartu bus dazomas, likty prilipes. Stikly paruoSimas atlickamas
traukos spintoje. IS pradziy abu stiklai kruops¢iai plaunami kar$tu vandeniu su
detergentu, tada kelis kartus skalaujami distiliuotu H,O ir i§dziovinami. Tuomet
abiejy stikly darbiniai pavirSiai 3% valomi 96 % EtOH plausy nepaliekancia
popierine servetéle, keiciant valymo krypt; skersai ir iSilgai stiklo.

Ant stiklo, prie kurio dazymo metu liks prilipes gelis, plausy nepaliekancia
servetéle tolygiai paskleidziama 1,5 mL $vieziai paruosto bind-silano tirpalo ir
palieckama dzitti 5 min. Stiklui nudzitivus, jo pavir§ius 2% valomas 96 % EtOH
plausy nepaliekancia popierine servetele, keiCiant valymo krypti skersai ir iSilgai
stiklo.

Stiklas, prie kurio PAA gelis nelimpa, tolygiai padengiamas 1,5 mL repel-
silano tirpalu ir palieckamas dzititi 5 min. Tada nuo stiklo lengvai trinant plausy
nepalickancia servetéle nuvalomas repel-silano perteklius.

IS taip paruosty stikly, 0,4 mm storio viniliniy tarpikliy, ,,ryklio danty* tipo
Suky ir svertiniy verZztuvy sumontuojama elektroforezés kaseté ir pagal
elektroforezés sistemos gamintojo rekomendacijas uzpilamas PAA gelis.
Amplifikacijos produkty denatiiracija prie§ elektroforeze atlieckama naudojant
,RNAspectra“ rinkinyje esantj formamido daza pagal gamintojo pateiktas
rekomendacijas.

Mutanto tw, ir jo pradinés veislés ‘Auksiniai II’ DD-PGR amplifikacijos
produktai, gauti naudojant ta pacig pradmeny kombinacija, gelyje leidziami
gretimuose takeliuose, kad po frakcionavimo biity galima identifikuoti cDNR
juosteles, kuriy raiSka mutante tw, ir jo pradinéje veislé¢je ‘Auksiniai II’ buvo

skirtinga.

2.2.9.4. PAA gelio dazymas sidabru

PAA dazymui sidabru naudojamas modifikuotas Sanguinetti ir kt. (1994)

pasitilytas protokolas. Elektroforezei pasibaigus, gelio kaseté atvésinama iki
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kambario temperatiiros ir 1Sardoma atsargiai atskiriant abu kasetés stiklus. PAA
gelis kartu su stiklu merkiamas j +4 °C temperatiiros FIX/STOP tirpalg ir nuolat
judinant fiksuojamas 5 min. Tuomet gelis perkeliamas j vonele su sidabro dazais
ir nuolat judinant impregnuojamas 6—7 min. IStrauktas i§ sidabro dazy gelis
kelioms sekundéms jmerkiamas j dejonizuota H,O ir perkeliamas | vonelg su
rySkinimo tirpalu, kuriame inkubuojamas 5—10 min., kol geltoname fone iSryskéja
tamsios spalvos DD-PGR produkty juostelés. RySkinimo reakcija nutraukiama 2
min. panardinus gelj j kambario temperatiiros FIX/STOP tirpala.

Siuo biidu dazytas PAA gelis per naktj palickamas dziiiti, o ryte

nuskaitomas skaitytuvu.

2.2.10. DD-PGR produkty isskyrimas i§ PAA gelio, ju reamplifikacija ir

paruosSimas sekos nustatymui

v IV —

dejonizuotg H,O ir 1 val. rehidratuojamas. Tada gelis iStraukiamas i§ vandens, i
jo skalpeliu i$pjaunamos diferencinés raiSkos cDNR juostelés ir dedamos j
plonasienius polipropileninius 0,2 mL tario mégintuvélius. Reamplifikacija
atliekama du kartus, reamplifikacijai 11 naudojant 100x skiestus reamplifikacijos |
produktus. Kiekvieno cDNR pavyzdzio reamplifikacija II atlickama trigubame
tiryje (trijuose mégintuvéliuose), kad susidaryty pakankamas sekos nustatymui
cDNR kiekis. Reamplifikacija I ir 1l atlikta naudojant rinkinj ,,RNAspectra“ pagal
gamintojo rekomendacijas.

Reamplifikacijos II produktai frakcionuojami 1 % agarozés gelyje 0,5x
TBE buferiniame tirpale. Frakcionuoti reamplifikacijos II fragmentai iSskiriami 18
agarozés gelio ir paruoSiami sekvenavimui taip pat, kaip apraSyta 2.6. skyriuje.

Sé¢kmingai sekvenuotas cDNR sekos lyginamos su NCBI duomeny bazéje
esan¢ia informacija naudojantis BLASTN paieskos jrankiu. Papildomai

homologisky seky paieska atlikta EMBL-EBI bei DDBJ duomeny bazése.

48



2.2.11. Miezio kaliaus kultary indukcija ir kultivavimas

Dél intensyvios lgsteliy proliferacijos kaliaus kultiros yra tinkama
modeliné sistema augalo meristemoms in vitro tirti. Misy tyrimuose kaliaus
kultiros buvo naudojamos sintetinio auksino 2,4-D ir auksino inhibitoriy

poveikiui mieZio viengubiems ir dvigubiems mutantams tirti.

2.2.11.1. MS terpés miezio kaliaus indukcijai ruoSimas

Kaliaus indukcijai ir auginimui naudojama Murashige ir Skoog (MS) terpé.
Terpé ruoSiama 1§ MS terpés baziniy drusky misinio, MS terpés 1000x vitaminy
tirpalo ir kity organiniy priedy, kuriy kiekiai MS terpéje nurodyti 6 lenteléje.

Ruosiant terpe, i$ pradziy nedideliame kiekyje distiliuoto H,O istirpinamas
reikiamas kiekis MS terpés baziniy drusky misinio, jpilama 1000xvitaminy tirpalo
ir suberiama sacharozé. Reikiamas kiekis 2,4-D iStirpinamas keliuose lasuose 96
% EtOH ir greitu judesiu supilamas j ruoSiamg terpe. Tada } terpe jpilamas
triikstamas tiiris distiliuoto H,O ir pakoreguojamas pH (pH = 5,6-5,8). Galiausiai |
terpe suberiamas agaras ir autoklavuojama (autoklavas Astell AMA 240 BT,
Jungtiné Karalysté) 121 °C 15 min. Autoklavuota terpé atvésinama iki 50 °C
laminariniame bokse, iSpilstoma po 10—13 mL j sterilias 5 cm skersmens Petri

1eksteles ir paliekama sustingti.

6 lentelé. Neorganiniai ir organiniai MS terpés komponentai ir jy kiekiai

MS terpés o .
komponentas Kiekis MS terpéje

MS terpés makro- ir 1
mikrodrusky misinys 439-L
MS terpés vitaminy e
tirpalas (1000x) LOmL-L
2,4-D 3,6arba9mg-L™
Sacharozé 30,0 g- L?
Agaras 80g-L"

49



Kaliaus kultiiry modelinéje sistemoje buvo tiriama 2,4-D koncentracijos
jtaka miezio mutanty kaliaus indukcijai ir augimui, todél Siam eksperimentui
gaminamos trys MS terpés modifikacijos su trimis 2,4-D koncentracijomis (jprasta

kaliaus indukcijai 3 mg-L™, 6 mg-L™ir 9 mg-L™).

2.2.11.2. Miezio gemalo preparavimas

Kaliaus indukcijai griidai sterilinami taip pat, kaip aprasyta 2.2.7. skyriuje.
Isbrink¢ grudai preparuojami steriliame laminariniame bokse stebint per
binokuliarinj sterecomikroskopg. Griidas dedamas ant objektinio stiklelio vagele
zemyn. Viename jo gale matoma Sviesesné démé — gemalo su skydeliu (lot.
scutellum) kontiirai. Skalpeliu ir preparavimo adata nuo griido pasalinamas kictas
iSorinis luksStas, tada iSpjaunamas gemalas su embrionine aSimi bei nedidele
dalimi skydelio ir eksplantas padedamas ant terpés pavirSiaus adaksialine puse
(embriono asimi) zemyn.

Gemaly eksplantai auginami termostate INB 500 (Memmert, Vokietija)
tamsoje, 25 °C. Po 4 sav. i§ jy susiformavusio kaliaus augimas jvertinamas
pasvérus analitinémis svarstyklémis Kern ABJ (Vokietija). Susiformaves kalius
taip pat gali buti naudojamas jvairiy medziagy poveikiui in vitro tirti (zr. 2.2.11.3.
skyriy). Tokiu atveju kalius perkeliamas j naujg MS terpg, kurioje tokiomis

paciomis sglygomis termostate auginamas dar 4 sav.

2.2.11.3. Auksiny inhibitoriy poveikio kaliaus augimui tyrimas

Auksino inhibitoriy poveikio miezio kaliaus augimui tyrime naudoti du
antiauksinai, 2-(p-chlorofenoksi)-izobutano riigstis (PCIB) ir trans-cinamo rtigstis
(TCA)) bei trys auksino polinio transporto inhibitoriai, 9-hidroksifluoren-9-
karboksirtigstis (HFCA), 2,3,5-trijodbenzortigstis (TIBA) ir 1-N-naftilftalamo

rigstis (NPA). Galutiné visy inhibitoriy koncentracija atitinkamose MS terpés
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modifikacijose 30 pM. Kadangi visos medziagos yra jautrios auksStai temperatirai,
reikiamas kiekis auksino inhibitoriy iStirpdomas keliuose lasuose 96 % EtOH
(galutine EtOH koncentracija terpéje 0,1 %) ir greitu judesiu supilamas |
autoklavuotg ir iki 50—55 °C atvésintg MS terpe. Auksiny inhibitoriy poveikis
kaliaus augimui tiriamas esant tiek jprastai (3 mg-L™), tiek padidintai (6 mg-L™)
2,4-D koncentracijai MS terpéje.

Kadangi terpéje esant auksino inhibitoriy kaliaus indukcija nevyksta,
auksino inhibitoriy poveikis tiriamas naudojant jau susiformavusj kaliy, 8 sav.
auginta MS terpéje su 3 mg-L™ 2,4-D. Po §io laiko, kiekvienas kalius aseptinémis
saglygomis dalinamas j 6 dalis, kiekviena kuriy pasveriama analitinémis
svarstyklémis ir subkultivuojama j MS terpe su vienu i$ penkiy auksino inhibitoriy
bei ant kontrolinés MS terpés be §iy medziagy. Kaliaus segmenty masés prieaugis
jvertinamas po 4 sav. kultivavimo atitinkamoje MS terpés modifikacijoje. Kaliaus
augimo intensyvumas isreiskiamas kaliaus augimo indeksu GI (angl. Growth
Index), kuris skai¢iuojamas pagal formule:

Gl = (m —mg)/my

Mo — pradiné kaliaus segmento masé, m — kaliaus segmento masé po 4 sav.

augimo atitinkamoje terpéje.
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1. REZULTATAI

3.1. Dviguby mutanty Hv-tw,;Hd Ziedo/Ziedyno fenotipo nestabilumas

Dvigubuose Hv-tw,;Hd mutantuose, gautuose sukryzminus Viengubus
homeozinius ziedo/ziedyno Hv-tw, ir Hv-Hd mutantus, besiskirian¢ius
skirtinguose raidos etapuose pasireiskian¢iomis homeozémis, jvairios variacijos

tiek pagrindiniame ziede, tiek ir vietoje akuoto arba ant jo iSsivysCiusiame

ektopiniame ziede bei varpos architektiiroje yra savaime tikétinas reiSkinys.

ﬂ =k _ [ m \__‘;_

3 pav. Miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty Ziedo variacijos. (A-D) Pagrindinio Ziedo
strukttiros variacija: (A) WT ziedas (I — lodikulés, k — kuokelis, p — piestel¢); (B-D)
ziedai su transformuotomis lodikulémis. (E-L) ZiedaZzvynio/akuoto pereinamosios zonos
variacijos: (E, F) keli ektopiniai Ziedai ant to paties akuoto; (G, H) skirtingy vystymosi
stadijy invertuotos ,.kepurés® (angl. cap) pavidalo ektopinés struktiros; (I, J) vamzdelio
pavidalo (angl. tube-like) (1) neinvertuotos ir (J) invertuotos padéties ektopinés
struktaros; (K, L) sparny variacija — (K) dvigubi sparnai, (L) sparnai, perienantys j
akuotélius. Mastelio atkarpos: (A-D) 1 mm, (E-G, I-L) 2 mm, (H) 4 mm

IStyrus kai kuriuos VU Botanikos sode saugomus Hv-tw,;Hd dvigubus

mutantus nustatyta, jog Siy mutanty pagrindinio bei ektopinio ziedo struktiiros
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variacijy mastas stipriai pralenkia viengubiems (téviniams) mutantams budingas

variacijas (3 pav.), be to, buvo nustatyta naujy, viengubiems mutantams

nebtidingy varpos struktiiros varianty (4 pav.)

S T |

4 pav. Miezio dviguby mutanty ziedyno variacijos. (A—L) Hv- tw,;Lh Ziedyno variantai:
(A-E) varpos su varpuéiy neturin¢iomis sritimis (,,trikiais“), apacioje gaubiamomis j
paziedes/lapus panasiy struktiiry; (F) ilgas ,.trikis* be j paZziedes/lapus panasiy struktiiry;
(G) varpa su trumpu ,trikiu“; (H-L) jvairaus dydzio j stiebus panaSios struktiiros
varpose (rodyklés zymi neZymias ektopines iSaugas ant akuoty). (M—O) leafy tipo
dvigubi mutantai: (M) Hv-tw,;H N6 (rodyklés zZymi ektopines varpas), (N-O) Hv-tw,;Lh
(P-S) Vienguby mutanty varpos: (P) WT; (R) Hv-tweaky spike 2 (Hv-tw,); (S) Hv-Lemma
hooded (Hv-Lh); (T) Hv-Hooded/Kapl (Hv-H). Za — Ziedazvynis su akuotu, PZ —
pailgéjes ziedazvynis

Laukinio tipo dvieilio miezio varpa pavaizduota 4 pav. (P), o laukinio tipo

Ziedas, turintis misy tyrimuose analizuotus Ziedo organus (lodikules, kuokelius ir
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piestelg), pavaizduotas 3 pav. (A). Pazymétina, jog fenotipo variacijos buvo
buidingos ne tik skirtingoms dviguby mutanty linijoms, bet ir skirtingoms to paties
augalo varpoms ir netgi skirtingoms to paties ziedyno (varpos) sritims (4 pav., A—
0). Pastaroji fenotipo variacija ryskiausiai pasireiSké, kai vietoje akuoty arba ant
Ju susidare ziedo pavidalo struktiiros, kurios net ir toje pacioje varpoje jvairavo
nuo nezymiy sustor¢jimy ant akuoty iki visiSkai iSsivys€iusiy, taciau steriliy
ektopiniy ziedy (4 pav., A-E ir 1-K). Be to, atlikus miezio dviguby mutanty
fenotipo analiz¢ paaiskéjo, kad Siy mutanty fenotipo variacijy spektras yra toks
platus, kad gerokai virsija téviniy vienguby mutanty fenotipine variacija bei apima
didele dalj kity apra$yty migliniy augaly mutanty fenotipy. Siy variacijy
kiekybinis jvertinimas ir statistiné analizé pateikti 3.3. ir 3.4. skyriuose, kuriuose
analizuojamas auksino inhibitoriy PCIB ir HFCA poveikis pagrindinio ir
ektopinio ziedo struktiirai bei sintetinio auksino 2,4-D poveikis Ziedo/ziedyno
strukturai.

Dvi unikalios daugelio tirty miezio dviguby mutanty ypatybés, j kurias
atkreiptas démesys tiriant varpos morfologijos pokycius, buvo (1) jvairaus
1§sivystymo laipsnio ektopiniy i paziedes (varpazvynius), lapus ir stiebus panasiy
struktiiry susidarymas bei (2) ilgy aSies segmenty, neturin¢iy varpuciy (,,trakiy®),
atsiradimas varpose. Sie poky¢iai néra bidingi nei vienam téviniam (Hv-tw, ir Hv-
Hd) mutantui (4 pav.). Tiek mieziuose, tiek kituose migliniuose augaluose,
paziedés vytymasis dazniausiai yra nuslopintas, paziedés yra biidingos kai
kuriems migliniy augaly mutantams ir transgeniniams augalams (Pozzi ir kt.,
2000; Forster ir kt., 2007; Whipple ir kt., 2010; Houston ir kt., 2012; Lee ir An,
2012; Gallavotti, 2013).

Kaip minéta, dalis miisy tyrimuose naudoty miezio dviguby mutanty linijy
turéjo naujy, téviniams viengubiems mutantams nebudingy ir nestabiliai
paveldimy pozymiy (7 lentelé). Pagal du i§ jy, gebéjima formuoti ektopines j

paziedes/lapus/stiebus panasias strukttras bei pagal ilgus varpuciy neturinéius
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Htrikius® varpose (4 pav.), varpos suskirstytos j atskiras fenotipines grupes,
sudarancias konkrec¢ios dvigubo mutanto linijos varpy fenotipinj spektra.

Dazniausiai sutinkama fenotipo grupe sudaré varpos, formuojancios j lapus
panasSias struktiiras ir ,trikius” (7 lentelé, A grupé; 4 pav., A—F) bei varpos,
formuojancios j stiebus panasias struktiiras (7 lentelé, B grupé; 4 pav., H, I, K ir
L). Kai kuriais atvejais ektopiniai varpose iSsivyste stiebai gali suformuoti
papildomas varpas (4 pav., M), be to, nustatyta ir retesniy varpos poky¢iy, tokiy,
kaip  ,,svoguneliai”, susiformuojantys ~ varpose 1§  pertekliniy i
varpazvynius/ziedazvynius panaSiy struktiiry (2 pav., O), primenanciy miezio
SUPERNUMERARY BRACT (SNB) (angl. papildomos paziedés) mutanta (Lee ir
An, 2012).

7 lentelé. Miezio dviguby mutanty ektopiniy naujadary (i lapus/stiebus panasiy struktiiry
ir ilgy, varpuciy neturinciy, sri¢iy) daznio palyginimas dvejose kartose lauko salygomis

. F7 Fs
Ifo Izzbrlr::élljnaol Varpy fenotipai’, % + SE Poky¢iy suma, % +
n A B Kt.  Suma (A+B+Kt.) n SE
Hv-tw, x Hv-Lh 178 16,8 9,5 33,2 59,5+ 3,6 962 343+15
Hv-tw, x Hv-Mf 504 22,0 04 41,5 639+2,1 307 48,2+29
Hv-tw, x Hv-Hes 112 0 17,0 1,8 18,8 + 3,7 210 31,9+ 3,2
Hv-tw, x Hv-H 391 4,1 6,4 15,4 259+23 785 205+14
Hv-tw, x Hv-Dwh 66 0 4,5 1,5 6,0+29 512 76+12
Hv-tw, < Hv-Br 89 22 483 135 64,0+5,1 722 18,8+ 1,5

"Hv-tw, — Hv-tweaky spike 2, Hv-Mf — Hv-Multiflorous, Hv-Hcs — Hv-Hooded on center spikelet, Hv-H —
Hv-Hooded/Kapl.a (Colsess Il), Hv-Dwh — Hv-Dense wing hood, Hv-Br — Hv-Brittle rachis.

%poky¢iy tipai: A — varpos su j lapus panasiomis struktaromis ir ilgomis varpuiy neturindiomis sritimis
(,trukiais™) (zr. 4 pav., A-F); B — varpos su j stiebus panasiomis struktiromis (zr. 4 pav., H, I, K, L); Kt. -
varpos su ilgais (zr. 4 pav., F) arba trumpais (zr. 4 pav., G.) ,trikiais”, bet neturinios | lapus/stiebus
panasiy struktiiry arba ,,svogiinélj” formuojancios varpos (Zr. 2 pav., O); n — istirty varpy skaicius

Toks ektopinis j lapus/stiebus panasiy struktiiry susidarymas varpose
budingas ir kai kuriems kitiems miezio mutantams ir hibridams (Babb ir
Muehlbauer, 2003; Forster ir kt., 2007; Trevaskis ir kt., 2007; Curaba ir kt., 2013),
o ilgos varpos sritys be varpuéiy primena ziedy neformuojancias, nesSakotas,
plikas, smeigtuko pavidalo (angl. pin-formed) strukttras, budingas migliniy
augaly auksino biosintezéje, transporte ar atsakuose dalyvaujanciy geny
mutantams (McSteen ir kt., 2007; Morita ir Kyozuka, 2007; Gallavotti, 2013).
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Varpuciy neformuojanti varpos asies sritis gali bati labai sustoréjusi (4 pav., C, N
ir O) arba jgyti zigzago pavidalg (4 pav., K ir N), panasy j ryzio leafy head (Duan
ir kt., 2003) ar aberrant panicle organization 1 (Ikeda ir kt., 2007) mutanty, o taip
] miezio linijos OxBM10 su sustiprinta MADS superSeimos geno BM10 raiska,
fenotipa, pavadintg ‘concertina’ (Trevaskis ir kt., 2007) bei miezio OE171 linijos
su sustiprinta Hvu pri-miR171a raisSka ziedyno a$j (Curaba ir kt., 2013). Dviguby
Hv-tw,;Hd mutanty varpos morfologijos tyrimy rezultatai rodo, kad ilgas ,,trukis*
varpoje gali susidaryti skirtingais budais: gali stipriai pailgéti ir sustoréti vienas
varpos tarpubamblis (4 pav., F) arba ,.trukis“ susidaro is$ keliy varpos bambliy ir
pailgéjusiy tarpubambliy. Tuo paciu gali susiformuoti jau minétos zigzago
pavidalo struktiiros (4 pav., K ir N). Pastarasis reiskinys taip pat parodo galima
egzistavimg genetiniy veiksniy, kontroliuojanciy ziedyno ilgj ir ribojanciy varpos
tjsimg susidarant zigzagui.

Nepaisant skirtingose dviguby mutanty kartose nustatyty fenotipy dazniy
skirtumy, Kkurie gali buti nulemti jvairiy ekologiniy veiksniy, iSskirtinai tik
dvigubiems mutantams buidingas nestabilus ektopiniy j lapus/stiebus panasiy
struktiiry ir ilgy ,,trikiy* susidarymas palikuoniy kartose tesiasi iki Siol (Fqq) (F7 ir
Fg individy ektopiniy j lapus/stiebus panasiy strukttiry susidarymo daznis pateiktas
7 lenteléje). Misy bandymuose ektopiniy struktiiry variacija buvo nustatyta tiek
lauko, tiek Siltnamio sglygomis, nors lauko sglygomis tokios variacijos buvo daug
ryskesnés.

Kaip minéta, didelio masto fenotipo variacija buvo nustatyta pagal apatinio
ziedazvynio/akuoto pereinamojoje zonoje ir ant akuoto susiformavusius
ektopinius ziedus bei jy iSsivystymo laipsnj (t.y. akuoto transformacijg) (2 ir 4
pav.), ektopiniy ziedy skaiciy ant to paties akuoto (3 pav., E ir F), jvairaus
iSsivystymo laipsnio invertuotas ,.kepurés® pavidalo strukturas (3 pav., G ir H) bei
,vamzdelio* pavidalo strukttiras ant akuoty. Pastarojo tipo strukttros gali buti tiek
invertuotos, tiek neinvertuotos (3 pav., | ir J), nors invertuota ektopiniy ziedy

padétis yra daugelio Hv-Hooded/Kap1 tipo mutanty ypatybé. Sis reiskinys iki $iol
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yra nepakankamai istirtas, todél reikalauja iSsamesniy tyrimy (Williams-Carrier ir
kt., 1997; Zanotti ir kt., 2010). Be to, nustatyta ir ,,sparny“, esanciy apatinio
ziedazvynio/akuoto pereinamojoje zonoje, bei akuotéliy (ektopinio ziedo
formuojamy j akuotus panaSiy struktiry), morfologijos variacija: kai kuriais
atvejais buvo aptikti netgi sudvigubéje ar j akuotélius transformuoti sparnai (3
pav., K ir L), o kai kurie ektopiniy akuotéliy variantai priminé kukurtizo Zm-silky1l
mutanty fenotipa (Ambrose ir kt., 2000). Sie fenotipai rodo galimai egzistuojant
specifinius genetinius veiksnius, kontroliuojancius sparny ir akuoty vystymasi.
Vienas i§ daznesniy tik dvigubiems mutantams nustatyty pokyciy tipy buvo
Jvairaus laipsnio apatinio ZiedaZvynio pailgéjimai, kurie gali biti traktuojami kaip
silpnai iSreikSta Ziedazvyniy transformacijg i ektopines i lapus panasias struktiiras.
Miezio paziedés (varpazvyniy, angl. bract) raida jprastai yra blokuota, todél tokiy
struktiiry atsiradimas irgi yra ektopinis reiskinys.

Apibendrinant didelio masto jvairiy ektopiniy j Ziedg panasiy struktiiry
poky¢iy désningumus, galima isskirti tam tikras raidos kryptis (trendus),
pradedant nezymiomis ektopinémis iSaugomis ant akuoty — pereinan¢iomis j
vamzdelio pavidalo struktiiras (neinvertuotoje/invertuotoje padétyje) — baigiant
ziedais su steriliais reprodukciniais organais. Tuo paciu, apatinio Ziedazvynio ir
sparny variacijos galimai rodo egzistuojant kitg vystymosi kryptj (trenda).

Vienguby ir ypa¢ dviguby miezio mutanty fenotipo jvairove gali turéti ir
praktiniy, netgi labai netikéty, pritaikymy — stabiliis dvigubi miezio mutantai ir kai
kurie viengubi homozigotiniai Hv-Hd tipo mutantai gali biiti tiesiogiai panaudoti
kaip zeldyny dekoratyvieji augalai, taip pat sausoms puokstéms ir verboms, ypac
turint omenyje ribotg floristikoje naudojamy varpiniy augaly asortimentg (Siuksta
ir kt., 2012). Taciau bitina pataikyti reikiamg dekoratyvig raidos faze, kai augalai
jau iSplaukéje, bet varpos dar nepradéjusios bresti, 0 norint turéti visa varpos

spalvy gama — kai varpos visiskai subresta (5 pav.).
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5 pav. Dviguby Hv-tw,;Brittle rachis mutanty jvairové ir varpos bei grady spalvos
kitimas skirtingose brandos stadijose

3.2. Vienguby ir dviguby mieZio mutanty kaliaus augimo palyginimas ir HC
toksino poveikis

3.1. skyriuje pateikta informacija leidzia daryti prielaida, kad dviguby Hv-
tw,;Hd mutanty fenotipo nestabilumas gali buti susijgs ne tik su ektopine ziedo
organy tapatumo geny raiSka, bet ir su genais, reguliuojan¢iais meristeminiy
lasteliy dalinimasi. Si prielaida buvo patikrinta palyginus vienguby ir dviguby
mutanty kaliaus augimo intensyvumg. Taip pat buvo atsizvelgta | mutanty
gebéjima ziedynuose (varpose) formuoti j lapus/stiebus panasias ektopines iSaugas
(8 lentelé).

Labai dideli skirtumai nustatyti tarp dviejy Hv-tweaky spike tipo aleliy. Hv-
tw alelj turin¢iy augaly kaliaus augimo intensyvumas buvo labai silpnas lyginant
su Hv-tw, alelj turinciais augalais (P < 0,001), naudotais kaip motininis genotipas
dvigubiems mutantams gauti. Pastarojo mutanto kaliaus augimo intensyvumas
beveik nesiskyré nuo WT ( ‘Auksiniai II’ veislés). Kita vertus, visiems tirtiems
viengubiems Hv-Hd tipo mutantams bei dvigubiems Hv-tw,;Hd mutantams buvo

budingas Santykinai mazesnis nei Wt kaliaus augimo intensyvumas, be to, kai
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kuriy dviguby mutanty kaliaus augimo intensyvumas buvo neZymiai didesnis nei

atitinkamy téviniy Hv-Hd tipo mutanty.

8 lentelé. Miezio vienguby ir dviguby mutanty kaliaus augimo intensyvumas (Gl + SE)
terpéje su DMSO ir HC toksinu, arba be jy

Viengubas/dvigubas Kontrolé Kontrolé Augaly

mutantas (H,0) (DMSO) DMSO + HC aukstis (cm)

WT/wt (‘Auksiniai II) (-) 4,18 + 0,57 3,18 £0,50 4,26 + 0,66 75212

Hv-tw (-) 0,35 +0,08% 0,70 +0,16% 1,30+£0,24%°  71,7+09
Hv-tw, (-) 3,90+ 0,58 3,97+ 0,54 2,82+030° 664+13°
Hv-Lh () 1,46 +0,24% 1,91 + 0,35% 1,61+0,30%  50,3+1,0°

Hv-tw, x Hv-Lh N13 (-) 2,00 + 0,33% 1,84 +0,32% 1,30+ 0,22  49,3+0,38
Hv-tw, x Hv-Lh N17 (+-) 2,61 +0,52° 2,08 + 0,34° 1,48 +0,19° 579+1,0°
Hv-tw, x Hv-Lh N11-18 (+) 2,17 + 0,40™ 2,41 +0,22? 2,86 £ 0,35 67,4+13°
Hv-tw, x Hv-Lh N19 (+) 1,11 +0,18% 1,65+ 0,27" 2,39+048°  70,6+1,3°

Hv-H (-) 2,03 +0,28% 2,17 +0,25° 2,00 +0,31° 71,4+12

Hv-tw, x Hv-H N8 (-) 2,14 + 0,25 1,51 +0,18" 1,63+0,19%  752+08

Hv-Dwh (-)? 2,08 + 0,42" 2,35 + 0,267 385+039" 304+0,8°
Hv-tw, x Hv-Dwh N25 (+) 2,38+ 0,30" 2,55 + 0,33 3,15+ 0,50 80,8 +1,0°
Hv-Hcs (-) 1,59 +0,28% 0,68 +0,11% 282+029° 918+11°

Hv-H x Hv-Hcs N9 (+) 2,10 + 0,20 2,07 + 0,257 3,57 £ 0,45 89,8+1,1

Hv-Mf (-) 2,01 +0,51™ 2,23+0,77 1,41+0,38%  442+0,9°
Hv-tw, x Hv-Mf N14 (+) 2,45 + 0,25" 2,13 + 0,257 2,77+0,79 66,6 +0,9°

Gl — kaliaus augimo indeksas (angl. Growth Index); (+,-) — i lapus/stiebus panasiy struktiiry susidarymas
varpose: (+) — susidaro, (-) — nesusidaro, (+-) — susidaro lauko salygomis, nesusidaro Siltnamio saglygomis;
a—P<0,05b-P<0,01,c—P<0,001, lyginant su WT (wt) ( ‘Auksiniai I’ veisle); 1 — P <0,05,2 - P <
0,01, 3— P < 0,001, lyginant su motininiu Hv-tw, mutantu; augaly aukstis lyginamas taip pat — atitinkamo
mutanto su WT (wt) arba konkretaus dvigubo mutanto su atitinkamu téviniu Hv-Hd mutantu

Taciau lauko salygomis pagal augaly aukst; jvertinus intaktiniy augaly
augimo intensyvuma, panasumy su kaliaus augimo tendencijomis nenustatyta (8
lentel¢). Hv-Hcs mutanto bei dviguby mutanty linijy Hv-H;Hcs N9 ir Hv-tw,;Dwh
N25 aukstis buvo didesnis uz wt (‘Auksiniai II”) (visais atvejais P < 0,001), nors
siy genotipy kaliaus augimo intensyvumas kontrolinéje terp¢je (be DMSO ir HC
toksino) buvo mazesnis uz WT (8 lentelé). Be to, nors Siame tyrime DMSO buvo
naudotas tik kaip polinis tirpiklis HC toksinui istirpinti, $i medziaga netikétai
skatino Hv-tw mutanty kaliaus augimg — terpéje su DMSO S§io genotipo kaliaus

augimo intensyvumas buvo dvigubai intensyvesnis nei terpéje be DMSO (P <
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0,05). Daugelio kity tirty genotipy kaliaus augimui DMSO reik§mingos jtakos
neturéjo, 0 pavieniais atvejais (Hv-Hcs ir Hv-tw,;H N8) DMSO kaliaus augima
slopino (atitinkamai, P < 0,05 ir P < 0,01).

Istyrus HC toksino poveikj Hv-tw mutanto kaliaus augimui, nustatytas dar
stipresnis kaliaus augima stimuliuojantis efektas, kuris buvo beveik du kartus
stipresnis nei terpéje tik su DMSO (8 lentelé¢). HC toksinas taip pat skatino Hv-
Dwh bei Hv-H;Hcs N9 genotipy (jy kaliaus augimui DMSO reikSmingos jtakos
neturéjo) bei Hv-Hcs mutanto (jo kaliaus augima, atvirks¢iai, DMSO patikimai
slopino) kaliaus augimg. HC toksinas yra histony deacetilaziy inhibitorius, o, kaip
jsitikinta 1§ diferencinio vazdinimo metodu gauty rezultaty, WT ir Hv-tw, mutantas
galimai skiriasi ir pagal geny, susijusiy su histony modifikacijomis, raiska (zr.
3.7.2 skyriy).

Taigi, HC toksino poveikis kaliaus augimui akivaizdziai priklausé nuo
augalo genotipo: HC toksinas stimuliavo dviejy vienguby Hv-Hd mutanty, Hv-
Dwh ir Hv-Hcs, bei keliy skirtingos kilmés dviguby mutanty linijy — Hv-tw,;Dwh
N25, Hv-H;Hcs N9, Hv-tw,;Lh N11 ir N19, kaliaus augimg. Pazymétina, jog visi
Sie dvigubi mutantai varpose sudaro ektopines j lapus/stiebus panasias struktiiras
(8 lentelg).

3.3. Auksino inhibitoriy atranka kaliaus kultiirose bei ju poveikis miezio
Mutanty pagrindinio ir ektopinio Ziedo struktiirai

Kaliaus kultiiros $iame darbe buvo panaudotos ne tik meristeminiy lasteliy
proliferacijos intensyvumui jvertinti, bet ir preliminariai parinkti efektyviai
veikian¢ius auksino inhibitorius, tinkamus $iy medziagy poveikiui in vivo tirti.
Trys i§ kaliaus kultGrose tirty medziagy (HFCA, N-(1-naftil)ftalamo rtgstis
(NPA) ir 2,3,5-trijodbenzenkarboksirtigstis (TIBA)) yra auksino polinio transporto
inhibitoriai, o dvi medziagos (PCIB ir trans-cinamo riigstis (TCA)) yra auksino

antagonistai (antiauksinai), nors antagonistinis TCA poveikis néra visuotinai
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pripazintas (Oono ir kt., 2003). Kadangi visos Sios medziagos yra auksino
inhibitoriai, buvo tikimasi, kad sintetinio auksino 2,4-D koncentracijos
padidinimas (padvigubinimas) mitybingje terpéje galéty sukelti kompensacinj
efekty jvairiems joje esantiems auksino inhibitoriams. Taciau toks kompensacinis
efektas buvo biuidingas tik terpéje su TIBA, kuri terpéje su standartine sintetinio
auksino 2,4-D koncentracija (3 mg-L™) stipriai slopino tiek WT, tiek Hv-tw,
mutanto kaliaus augima, taciau terpéje su dviguba 2,4-D koncentracija (6 mg-L™)
kaliaus augimg slopinantis TIBA poveikis arba visai iSnyko, arba buvo

nereikSmingas (9 lentel¢).

9 lentelé. Auksino inhibitoriy poveikis WT ( ‘Auksiniai II’ veislés) ir Hv-tw, mutanto
kaliaus kultliry augimo intensyvumui (GI) esant skirtingam sintetinio auksino 2,4-D fonui

Geno- 2,4-D Auksino inhibitorius

tipas (mg-L™Y 0 PCIB HFCA NPA TIBA TCA
WT 3 1,61+0,13 1,18 £0,17° 0,92+0,07° 149+0,11 0,35+0,05° 1,66+0,18

Hv-tw, 1,21+0,14' 0,96 +0,13 0,77+0,11* 1,11+0,18 0,32+0,05° 1,31+0,14
WT 6 1,34+0,13 0,96 +0,09° 0,74+0,11° 115+0,13 1,24+0,17 0,63+0,11°

Hv-tw, 137+0,26 0,74+0,16*° 0,70+£0,10% 1,12+0,17 0,99+0,14 0,63+0,14*

a—P<0,05b-P<0,01 c—P<0,001, lyginant su atitinkama kontroline grupe be inhibitoriy (0); 1 — P <
0,05, lyginant mutantinj Hv-tw, genotipg su WT (pradine veisle ‘Auksiniai II”)

Priesinga poveikj kaliaus augimui sukélé TCA: MS terpéje su Standartine
(3 mg-L™") 2,4-D koncentracija $ios medZiagos poveikis kaliaus augimui buvo
nereik§mingas, bet esant dvigubai 2,4-D koncentracijai, TCA statistiSkai patikimai
slopino kaliaus augimg. Kaliaus augimo slopinimas, kurj sukélé auksino
transporto inhibitorius HFCA, nepriklausé nuo 2,4-D koncentracijos terpéje, o
antiauksino PCIB poveikis tirtiems genotipams esant standartinei 2,4-D
koncentracijai (3 mg-L™) buvo skirtingas — PCIB slopino WT kaliaus augima (P <
0,05), o Hv-tw, mutanto kaliaus augimui reik§mingo poveikio neturéjo. Remiantis
Siais duomenimis, tyrimams in vivo buvo pasirinktas auksino polinio transporto
inhibitorius HFCA bei antiauksinas PCIB.

WT ir Hv-tw, mutanto kaliaus augimo intensyvumo skirtumai (P < 0,05)

terpéje su standartine kaliaus indukcijai 2,4-D koncentracija, lyginant su dviguba
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2,4-D koncentracija, bei skirtingas auksino antagonisto PCIB poveikis Siy
genotipy kaliaus augimui rodo galimas Hv-tw, mutacijos sgsajas su auksino
biosintezés ir/arba pasiskirstymo defektais Hv-tw tipo mutantuose.

Galimas Hv-tw, mutacijos sgsajas su auksino funkcijos sutrikimais
patvirtina ir tai, kad paveikus augalus egzogeniniais PCIB bei HFCA, Hv-tw,
mutante padidéjo normalios struktiiros pagrindiniy ziedy daznis (10 lentelé). Dél
Siy abiejy auksino inhibitoriy poveikio akivaizdziai padidéjo Ziedy, turinéiy dvi
lodikules, tris kuokelius ir vieng piestele (2L+3K+1P), dalis bendrame spektre (P
< 0,001; 10 lentelé) ir sumazéjo Hv-tw tipo mutantams budingy ziedy, kuriy viena
ar abi lodikulés yra transformuotos i kuokelius ir/arba piesteles (LT frakcija),
taciau bendras ziedo organy skaicius yra nepakites, dalis bendrame spektre (P <
0,001). Be to, po poveikio abiem inhibitoriais (ypa¢ HFCA) Hv-tw, mutanto ziedy
spektre padaugéjo ziedy, kuriuose pakites ziedo organy skai¢ius (ZOS ir
LT+Z0S; P < 0,001; 10 lentelé).

HFCA ir PCIB poveikis dviguby Hv-tw,;Hd mutanty pagrindinio Ziedo
struktiirai, prieSingai nei Hv-tw,, buvo nevienareikSmis net lyginant bendros
kilmés dviguby mutanty linijas, tokias, kaip Hv-tw,;Lh N11 ir N13 (10 lentel¢):
kaip ir Hv-tw,, abu auksino inhibitoriai reik§mingai padidino normalios struktiiros
ziedy dalj bendrame spektre ir tai stebima abiejose dviguby mutanty linijose N11
(+) ir N13 (-), taciau priesingai nei Hv-tw,, abu inhibitoriai reik§mingai sumazino
LT frakcijos dalj tik N13 (-) linijoje, 0 N11 (+) linijoje, kuriai budingos ektopinés
1 lapus/stiebus panasios iSaugos, Sis efektas buvo nezymus. PCIB ir HFCA
poveikis Ziedo organy skaiCiaus Kitimui Siose linijjose taip pat buvo
nevienareik§mis: po poveikio abiem inhibitoriais N11 linijoje sumazéjo ziedy su
pakitusiu Ziedo organy skai¢iumi (ZOS ir LT+Z0S) dalis, ta¢iau N13 linijoje tokj
efekta sukélé tik PCIB (10 lentelé).

Visai kitoks auksino inhibitoriy poveikis buvo N19 (+) linijos pagrindinio
ziedo struktiirai: Siai linijai, kaip ir N11 (+) linijai, buidingas ektopiniy j
lapus/stiebus pana$iy iSaugy susidarymas, taciau skirtingai nei N11 (+), N19 (+)
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linjja ir be inhibitoriy poveikio turéjo daug normalios struktiiros Ziedy. Abu
auksino inhibitoriai tokiy ziedy dalj spektre sumazino (P < 0,001), taciau tuo
paciu padid¢jo (P < 0,001) pagrindiniy Ziedy su pakitusiu Ziedo organy skai¢iumi
(ZOS ir LT+Z0S) dalis (10 lentels).

10 lentelé. Auksino inhibitoriy PCIB ir HFCA poveikis miezio vienguby ir dviguby
mutanty pagrindinio ziedo struktirai $iltnamio saglygomis

Viengubas/ Pagrindinio Ziedo frakcijos, % * SE
dvigubas Poveikis n 70S LT+ZO0S Suma
mutantas Norma LT (1) @) (1+2)
0 80 375+54 625+54 0 0 0
Hv-tw; () PCIB 210 66,2+33° 257 +3,0° 33+1,2 48+15 81+1,9
HFCA 120 658+4,3° 10,8+28° 0 233+39°  233+3,9°
0 46 97,8+22° 0 22+22 0 22422
Hv-Lh (-) PCIB 76 974+18° 0 26+18 0 1,6 +1,6°
HFCA 64 984+16° 0 16+1,6 0 2,6+1,8°
0 65 600+6,1% 169+47° 185+49° 46+26 231+53°
e ('f)‘""h PCIB 92 783%43" 33:19% 120:34' 65%26  40+20°
HFCA 101 96,0+2,0% 0 4,0 +2,0" 0 185+4,1
0 64 26656 188+4,9° 188+49° 359+6,0°  54,7+6,3°

Hv-tw, x Hv-Lh

c c cl
N11 (+) PCIB 9% 59,4%50 240x44 83+28 8,3+£28 16,7 + 3,8

HFCA 91 824+40% 11,0+33 55+24% 1,1+£1,1° 6,6 +2,6%
0 111 96,4 +1,8° 0 27+15 0,9+0,9 36+18
PCIB 109 789+3,9% 28+16° 13,8337 46+20 18,3+ 3,74

Hv-tw, X Hv-Lh

N19 (+)
HECA 111 82,0+3,7% 0,9+0,9° 99+28% 724258 17,1+ 3,6

0 74  932+2,9° 0 54+26 14+14 6,8 +2,9°

H"'tmé % Hv-H PCIB 139 914+24% 14+10° 50+1,9 22+12 72422
™) HECA 100 950+22° 0 50+2,2! 0 50+22°

Pagrindinio ziedo frakcijos: norma —2 lodikulés+3 kuokeliai+1 piestelé (2L+3K+1P), LT — ziedai,
kuriuose lodikulés transformuotos j kuokelius ir/arba piesteles, ZOS — Ziedai, kuriuose pakites bendras
ziedo organy (L, K ar P) skai¢ius, LT+Z0S — ziedai, kuriuose lodikulés transformuotos j reprodukcinius
organus bei pakites bendras ziedo organy skaicius; (+,-) — kaip 8 lenteléje; n — itirty ziedy skai¢ius; WT (
‘Auksiniai IT” veislés), viengubo Hv-Hooded ir dvigubo Hv-tw, x Hv-Hooded N21 (+) mutanty pagrindinio
ziedo struktiira yra normali, iy genotipy n (atitinkamai 0, PCIB ir HFCA poveikio grupése) buvo: 78-88-
126; 86-138-146; 71-119-85; a— P < 0,05, b — P < 0,01, ¢ — P < 0,001, lyginant su atitinkama kontroline
grupe (0); 1-P<0,05,2-P<0,01,3-P <0,001, lyginant su atitinkama Hv-tw, mutanto poveikio grupe

Kity tirty genotipy, kuriy pagrindiniuose Zieduose nepasireiskia lodikuliy
transformacija (LT) (WT, Hv-Lh, Hv-H ir Hv-tw,;H N6 (+)), ziedo struktiirai
inhibitoriai PCIB ir HFCA jtakos neturéjo arba ji buvo silpna.

Auksino inhibitoriy poveikiui ektopiniams ziedams tirti naudoti tik tie

dvigubi miezio mutantai, kurie dél Hv-Hd tipo mutacijos miezio BKn3 gene
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vietoje akuoty arba ant jy formuoja jvairaus iSsivystymo laipsnio ektopines 1]
ziedus panaSias struktiras. Kadangi egzistuoja didelé paciy Hv-Hd tipo mutanty
fenotipiné jvairove, pradedant ektopiniy Ziedy iSsivystymo laipsniu, baigiant jy
lokalizacija ir morfologija, tyrimams buvo parinktos dviguby mutanty linijos,
gautos sukryzminus Hv-tw, mutanta su dviem alternatyvaus fenotipo Hv-Hd
mutantais — Hv-Hooded (Hv-H) ir Hv-Lemma hooded (Hv-Lh). Hv-H mutantas
vietoje akuoty turi ecktopinius Zziedus Su gerai iSreikstais, taCiau steriliais
reprodukciniais organais (4 pav., T), o Hv-Lh mutanto ektopinés struktiiros
susidaro distalinéje akuoty dalyje ir reprodukciniy organy dazniausiai apskritai
neturi (4 pav., S).

IStyrus auksino inhibitoriy poveikj ektopinéms akuoto transformacijoms |
ziedus, buvo nustatyta didel¢ fenotipo jvairové net lyginant i§ tos pacios
kryZzminimo Kombinacijos gautas dviguby Hv-tw,;Hd mutanty linijas (11 lentelé).
Pagal ektopiniy strukttiry susidarymo pobudj ir daznj, tirtus genotipus galima
suskirstyti j dvi alternatyvias grupes: pirmai grupei galima priskirti Hv-Lh
mutantg, kuriam budingos mazesnio daznio ektopinés akuoto transformacijos,
antrai grupei priklauso mutantai, dideliu dazniu sudarantys j ziedus panaSias
ektopines rudimentines struktiiras. Pastarajai grupei priklauso ne tik dvigubi
mutantai, kilg i§ Hv-Hooded/Kapl.a mutanto, bet ir kai kurios dviguby mutanty
linijos, kilusios sukryzminus Hv-tw, x Hv-Lh, batent N19 (+) linija.

Pirmai grupei priskirto Hv-Lh mutanto ektopiniy akuoto strukttry spektrui
PCIB ir HFCA apciuopiamo poveikio neturé¢jo, nors abu inhibitoriai padidino
paciy ektopiniy struktiry daznj (P < 0,001; 11 lentel¢), taciau antros grupés
genotipams, ypa¢ Hv-H, Hv-tw,;H N6 (+) ir Hv-tw,;Lh N19 (+), abiejy auksino

inhibitoriy poveikis buvo akivaizdus (11 lentele).
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11 lentelé. Auksino inhibitoriy HFCA ir PCIB poveikis miezio vienguby ir dviguby mutanty ektopinio ziedo struktirai
Siltnamio sglygomis

Ektopinio Ziedo frakcijos, % + SE

Viengubas/ . Akuoto
dvigubas P?(\i/s" t:ﬁ::ifpr- n Be reproduk-
mutantas dainisfli/o L+K+P K+P L+K L+P K P Kt. ciniy (())/:J’ganq,
Hv-H () 0 100 103 39,848  282+45 87+28 0 68+25 0 126+33 39+19
PCIB 100 180  3,9+14° 1,1+0,8°  70,0%34° 0 94+22 0 56+17 10,0 £2,2°
HFCA 100 155 213+33° 84+22° 535+40° 13+09 103+24 0 2,6+13° 26+13
Hv-tw, x 0 100 83  554+55  133+37  108+34 0 6,0+26 0 0 145+39
Hv- H N6 PCIB  986+1,0 141 142+30° 390+41° 14+10° 07+07 92+24 14+10 21+12  319+39"
™) HFCA 963+18 103 37,9+48  301+45  49+21 29+17 19+14 1010 0 214+41
Hv-Lh () 0 486+43 67 0 0 0 0 0 0 0 100
PCIB  69,7+31° 159 0 0 0 0 0,6+0,6 0 0 99,4 +0,6
HFCA 71,9+33° 138 0 0 0 0 0 0 0 100
Hv-tw, x 0 957+16 155 0 0 0 0 0 0 0 100
H-LhN13  pcig 981410 202 0 0 0 0 0 0 0 100
©) HFCA  986+07 273 0 0 0 0 0 04+04 0 99,6 +0,4
Hv-tw, x 0 87135 8l 0 0 0 0 12+12 0 0 988+1.2
Hv-LhN11  pcig  77,1+43 74 0 14+14 0 0 0 0 0 98,6 +1,4
) HFCA  936+24 102 0 0 0 0 0 0 0 100
Hv-tw,, x 0 966+1,7 112  268+42  196+38 54+21 0 36+18 09+09 0 438+4,7
(ﬁ':;"—h N19  pciB 100 111  7,2+25°  126+32  09+09° 18+13 36+18 18+13 45+20*° 67,6445

HFCA 825+35 99  61+24°  51+22° 40+20  40£20° 30+17 1010 30%17  737+44°
Ziedo organai: L — lodikulés, K — kuokeliai, P — piestelés; kt. — ziedai su chimeriniais ir/arba sunkiai identifikuojamais
organais; n — istirty ziedy skaicius; (+,-) — kaip 8 lenteléje; a — P < 0,05, b — P < 0,01, ¢ — P < 0,001, lyginant su atitinkama
kontroline grupe (0)
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Siy genotipy ektopinio Ziedo struktiiry fenotipiniame spektre vyrauja ziedai
su abiejy ly¢iy reprodukciniais organais (L+K+P ir K+P frakcijos). Abi Sios
ektopiniy Ziedy frakcijos savo raidos laipsniu yra labiausiai paZengusios
normalaus Ziedo struktiiros link, nes, remiantis ABC(DE) ziedo raidos modeliu,
jose turi vykti Siam fenotipui (tre¢iajam ir ketvirtajam ziedo ratams — kuokeliams
ir piestelei) susiformuoti reikalinga C klasés geny raiska (Siuksta ir kt., 2015).
Biitent Sioms dviems ektopinio Ziedo frakcijoms PCIB ir HFCA poveikis buvo
stipriausias (11 lentel¢): abu auksino inhibitoriai sumazino visy antros grupés
atstovy L+K+P Ziedy dalj ektopiniy struktiiry spektre, taciau §iy medziagy
poveikis K+P ziedy frakcijai priklausé nuo genotipo —Hv-H mutanto ir Hv-tw,;Lh
N19 (+) linjjos K+P ziedy frakcijg abu inhibitoriai mazino (P < 0,001), o Hv-
tw,;H N6 (+) linijai jy poveikis buvo prieSingas (11 lentel¢).

Suprantama, jog vienos fenotipinio spektro dalies sumazéjimas yra susijes
su kitos(-y) spektro dalies(-iy) padidéjimu. Siuo atzvilgiu inhibitoriy poveikis tirty
vienguby mutanty ir i§ jy kilusiy dviguby mutanty linijy ektopinio Zziedo
fenotipiniams spektrams labai skyrési, pavyzdziui, PCIB ir HFCA padidino
viengubo Hv-H mutanto L+K Ziedy frakcijg (atitinkamai 8,0 ir 6,1 karto; abiem
atvejais P < 0,001), o i$ Sio mutanto gautos linijos Hv-tw,;H N6 (+) ektopiniy
ziedy L+K frakcijai abi medziagos tokio ap¢iuopiamo poveikio nedaré. Gali buti,
kad toks varijuojantis inhibitoriy poveikis piestele (P) turinéiy ektopiniy ziedo
frakcijoms susijes su tuo, jog migliniai augalai, prieSingai, nei magnolijainiai, turi
daugiau negu vieng C klasés geng (Yoshida ir Nagato, 2011).

Tiriant dvigubus mutantus nustatyta, kad auksino inhibitoriai taip pat
padidino ziedy, neturin¢iy reprodukciniy organy, daznj (11 lentelé), nors Hv-H
mutantui ir i$ jo kilusiai linijai N6 (+) tokj poveikj sukélé tik antiauksinas PCIB.
Jdomu, jog linijoje N19 (+) ir be poveikio antiauksinais vyravo ektopiniai ziedai
be reprodukciniy organy, taciau po poveikio abiem inhibitoriais §i Ziedy frakcija

dar labiau pagauséjo (P < 0,001).
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WT (veisle ‘Auksiniai II’) ir Hv-tw, mutantas vietoje akuoty ektopiniy
struktiiry neformuoja, o PCIB ir HFCA poveikio $iy genotipy akuoto vystymuisi

taip pat nenustatyta.

3.4. Sintetinio auksino 2,4-D poveikis miezio mutanty Ziedo/Ziedyno
struktirai

Jeigu kai kurie dviguby Hv-tw,;Hd mutanty, kuriems biidingas fenotipo
nestabilumas, naujai atsirade pozymiai yra nulemti auksino koncentracijos stokos,
augaly purskimas egzogeniniu auksinu turéty sukelti fenotipo nestabilumui
priesingus efektus. Si prielaida buvo patikrinta istyrus 2,4-D poveikj dviems su
fenotipo nestabilumu susijusiems dviguby mutanty pozymiams — j lapus/stiebus
panasiy ektopiniy struktiiry susidarymui (12 lentelé) ir pagrindinio bei ektopinio
ziedo struktaros Kitimui (13 lentelé).

IStyrus egzogeninio 2,4-D poveiki ektopiniy i lapus/stiebus panaSiy
struktliry susidarymui nustatyta, kad daugeliui tirty genotipy 2,4-D specifiskai
Sumazino varpy su ilgais varpuciy neturinciais segmentais (,,triikkiais”) daznj (12
lentelé, I fenotipiné grupé€), nors statistiSkai reikSmingas Sis efektas buvo tik
keturiems 18 septyniy tirty dviguby mutanty linijy. Kaip minéta aptariant dviguby
Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nestabiluma, §is pozymis yra charakteringa auksino
stokos augaluose iSraiSka, nes panaSus fenotipas biidingas tiek jvairiems auksino
kelio mutantams, tiek auksino inhibitoriy indukuotoms tokiy mutacijy
fenokopijoms (Siuksta ir kt., 2015).

Kitiems varpos morfologiniams variantams, tokiems, kaip varpos su
trumpais ,.trikiais* (12 lentelé, II fenotipin¢ grup€) ar varpos, sudarancios
ektopines j lapus/stiebus panasias strukttras (III fenotipiné grupé), 2,4-D poveikis
skirtingose dviguby mutanty linijose nebuvo toks vienareikSmis, taciau aptiktas
jdomus reiSkinys — egzogeninis 2,4-D visiSkai nuslopino Hv-tw, mutanto budingy

varpy su trumpais ,,triikiais“ vystymasi (12 lentelé). Sis faktas dar karta patvirtina
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prielaida, kad trumpy varpos ,.trikiy“, budingy visiems Hv-tw tipo mutantams,
atsiradimas taip pat yra susijes su auksino biosintezés ir/arba pasiskirstymo
sutrikimu. Dvigubuose mutantuose 2,4-D poveikis Siam pozymiui buvo
priestaringas: Hv-tw,;H linijose N21 (+) ir N6 (+) varpy su trumpais ,,trikiais*
daznis po poveikio 2,4-D sumazgjo (atitinkamai, P < 0,001 ir P < 0,05), taciau
priesingas efektas buvo nustatytas Hv-tw,;Lh N19 (+) linijai. Kitoms dviguby
mutanty linijoms 2,4-D poveikis II fenotipinés grupés varpy dazniui buvo arba
nereik§mingas, arba Sis varpy morfologinis tipas jose apskritai buvo retas (12

lentelé, II fenotipiné grupe).

12 lentelé. 2,4-D poveikis miezio dviguby mutanty (Fio9) varpos struktiirai lauko

salygomis
ang:;ﬁil;/nci\;lsgubas Poveikis n | F:llotipinés grupfblsl —
0 282 0 17,7+23 0 0
Hv-tw; () 24D 288 0 0° 0 0
Hv-tw,  Hy-Lh N1 0 420 133+17  07+04 0 0
) 2,4-D 215 1,4+0,8° 0 05+0,5 0
Hv-tw, x Hv-Lh N2 0 326 31+10 2,8+0,9 120+1,8 1,5+0,7
(+) 2,4-D 322 0,6 +0,4% 16£0,7 11,2+18 1,2+0,6
Hv-tw, x Hv-Lh N11 0 262 202%25  103%19 15322 0
) 2,4-D 210 16,7+ 2,6 71+18 52+1,5° 0
H-tw, % Hy-Lh N17 0 324 9316 99+17  185+22  40%11
(+-) 2,4-D 200 6517 155+2,6 150+25 9,0+2,0°
Hv-tw, x Hv-Lh N19 0 533 94+13 124+14 116+14 04+0,3
(+) 2,4-D 435  34+09°  172+18  25+07° 0
Hv-tw, x Hy-H N21 0 437 3,7+0,9 14,9+ 1,7 59+11 0
) 2,4-D 352 2,3+0,8 2,0+0,7° 9,7+16 0
Hv-tw, % Hy-H N6 0 147 34%15  102+25  27+13  07%07
+) 2,4-D 75 0° 2,7+1,9° 13+13 0
Varpy fenotipinés grupés: I — varpos su ilgais varpu¢iy neturinCiais segmentais (,.trikiais”) (zr. 4 pav.,
A-F), Il — varpos su trumpais ,trikiais” (zr. 4 pav., G), lll — varpos, sudarancios j lapus/stiebus panasias

struktaras (zr. 4 pav., H, I, K, L); (+,-) — kaip 8 lenteléje; n — istirty varpy skai¢ius; wt, Hv-Lh ir Hv-H
aukscCiau aprasytos varpos struktliros variacijos nebudingos, todél lenteléje Sie genotipai nepateikti; Siy
genotipy istirty varpy skaicius (n): wt (veislés ‘Auksiniai I1°) 0 — 201, 2,4-D — 215; Hv-Lemma hooded (Hv-
Lh) n: 0 — 155, 2,4-D — 147; Hv-Hooded (Hv-H) n: 0 — 193,2,4-D - 173;a— P <0,05,b-P <0,01,c-P <
0,001, lyginant su atitinkama kontroline grupe (0)
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Akivaizdus atsako j 2,4-D polimorfiskumas buvo nustatytas ir ektopiniy ]
lapus/stiebus panaSiy struktiry susidarymui varpose (III fenotipiné grupé).
Dvejose dviguby mutanty linijose, Hv-tw,;Lh N11 (+) ir N19 (+), po poveikio 2,4-
D S$ios fenotipinés grupés varpy daznis sumazéjo (abiem atvejais P < 0,001), o
kity tirty linijjy III fenotipinés grupés varpy dazniui 2,4-D reikSmingos jtakos
nedaré (12 lentelé, 111 fenotipiné grupé).

Kaip minéta, siekiant nustatyti galimas dviguby mutanty fenotipo
nestabilumo sasajas su auksino biosintezés ir/arba pasiskirstymo sutrikimais, taip
pat buvo istirtas ir egzogeninio 2,4-D poveikis dviguby mutanty linijy pagrindinio
bei ektopinio ziedo struktiirai, taciau §is poveikis ziedo raidai buvo stipriai
varijuojantis ir nevienareikSmis (13 lentel¢). PurSkimas 2,4-D tirpalu sumazino
Hv-tw, mutanto pagrindiniy Ziedy, turin¢iy tik transformuotas lodikules (LT),
daznj, taciau tuo paciu spektre padidéjo ziedy su pakitusiu ziedo organy skai¢iumi
(LT+Z0S) daznis (abiem atvejais P < 0,001; 13 lentel¢). 2,4-D taip pat nezymiai
mazino LT frakcijos ziedy daznj ir dviguby mutanty linijose Hv-tw,;H N6 (+) ir
Hv-tw,;Lh N17 (+-), taciau prieSinga efekta sukélé Hv-tw,;H N21 (+) linijai,
kurioje po poveikio 2,4-D LT Ziedy skaiCius labai padidéjo (P < 0,001; 13
lentelé).

Pazymétina, kad po poveikio 2,4-D net keturiuose Kkituose tirtuose
genotipuose, jskaitant ir Hv-Lh (-) mutantg, jvairiu laipsniu sumazéjo normalios
struktiiros pagrindiniy Ziedy. Sj efekta galima laikyti prieSingu tam, kuris buvo
stebétas augalus nupurSkus auksino inhibitoriais (palyginimui zr. 9 lentele).
Paradoksalu, kad Hv-tw, mutantui pagrindinio ziedo daliné struktiiros
normalizacija pasireiské tiek po poveikio sintetiniu auksinu 2,4-D, tiek auksino

inhibitoriais PCIB bei HFCA.
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13 lentelé. 2,4-D poveikis miezio vienguby ir dviguby mutanty (Fip) linijy pagrindinio ir ektopinio ziedo struktiirai lauko
salygomis

Pagrindinio Ziedo frakcijos, % + SE Ektopinio Ziedo frakcijos', % + SE
VA%?&JSS;S/ P?(\./ei' n y repr%guk-
mutantas is Norma LT LT+ZO0S KT L+K+P K+P L+K L+P ciniy
organy
0 101 228+42 683+47 89+28 0 0 0 0 0 0
Hv-tw, (-) ¢ c
24-D 100 33,0+47 330+4,7° 340+48 0 0 0 0 0 0
Hv-H () 0 102 100 0 0 0 157+36 235+42 98+30 0 15,7 £3,6
24-D 128 100 0 0 0 250+38 359+43* 133+30 0 21,9+37
Hv-tw, x Hv-H 0 51 686+66 216+58 98+42 0 19,6 +5,6 0 0 98+42 529+71
N6 (+) 24-D 60 71,7+59 83+36 167+49 33%23 415%68° 0 0 151+50 396+6,8
Hv-tw, x H-H 0 96 885+33 31+18 83+28 0 0 0 0 0 0
N21 (+) 24-D 100 650+48° 180+39° 17,0+38 0 0 0 0 0 0
0 65 100 0 0 0 0 0 0 0 100
Hv-Lh (-) b X
24-D 100 930+26° 10+10 6024 0 0 0 0 0 100
Hv-tw, x Hv-Lh 0 97 485+51 44351 7,2+26 0 55+24 121+34 0 0 80,2 + 4,2
N1 (-) 24-D 100 39,0+49 440+50 150+36 20+14 356%51° 0° 0 10,0+3,2° 544+53°
Hv-tw, x Hv-Lh 0 98 582+50 163+38 255+44 0 0 71+28 0 0 929+28
N2 (+) 24-D 91 341+50° 231+44 396+52° 33+19 1,2+1.2 0° 0 222+46° 765+47°
Hv-tw, x Hv-Lh 0 185 232+31 86+21 643+35 38+14 0 0 0 0 100
N11 (+) 24-D 102 216+41 39+19 598+49 147+35" 0 0 0 0 100
Hv-tw, x Hv-Lh 0 113 381+46 221+39 39,8+46 0 0 0 0 0 88,3+3,7
N17 (+-) 24-D 104 385+48 125+33 433+49 58+23" 0 0 0 0 98,8 +1,2°
Hv-tw, x Hy-Lh 0 127 661+42 31+15 30,7+41 0 60+22 30,2+43 0 0 483+ 4,7

N19 (+) 24-D 100 650+48 40+20 280+45 3017 224+42° 0° 0 21,4+42° 531+51

TPateikta tik dalis variacijos spektro; (+,-) — kaip 8 lenteléje; n — istirty Ziedy skaiGius; ziedo organai: L — lodikulés, K — kuokeliai, P — piestelés;
pagrindinio ziedo frakcijos: norma — 2 lodikulés + 3kuokeliai + 1 piestelé (2L+3K+1P), LT — ziedai, kuriuose lodikulés transformuotos j kuokelius
ir/arba piesteles, LT+Z0S — Ziedai, kuriuose lodikulés transformuotos j reprodukcinius organus bei pakites bendras Ziedo organy (L, K ar P) skaiéius,
KT — chimeriniai kuokeliai, turintys piestelés elementy; a — P < 0,05, b — P < 0,01, ¢ — P < 0,001, lyginant su atitinkama kontroline grupe (0)
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Idomu, kad kai kuriy tirty genotipy pagrindiniame Ziede 2,4-D sukelé
nedidelio daznio specifinj kuokeliy raidos sutrikimg — kuokelio transformacija
(KT) 1 chimerinj organg, turint] rudimentinés piestelés elementy (6 pav.), taciau
linijoje Hv-twy;Lh N11 (+) 8is kuokelio transformacijos tipas pasitaiké ir

kontroliniuose augaluose (13 lentelé)

6 pav. 2,4-D sukelta specifiné pagrindinio ziedo kuokelio transformacija (pazyméta
rodykle) i1 chimering struktiirg su piestelés elementais (mastelio atkarpa atitinka 1 mm)

Istyrus egzogeninio 2,4-D poveikj dviguby mutanty ektopinio ziedo
struktarai, skirtingy dviguby Hv-tw,;Hd mutanty linijy atsakas j $j sintetinj
auksing buvo vienodesnis. Pirma, purskimas 2,4-D tirpalu didino L+K+P frakcijos
ziedy daznj visuose genotipuose, kurie apskritai formavo Sios frakcijos ektopinius
ziedus (13 lentelé). Toks 2,4-D efektas gali biiti traktuojamas kaip ziedo raidos
poslinkis pilnos ziedo struktiiros link (daliné ektopinio ziedo struktiiros
normalizacija), ir i§ dalies yra prieSingas auksino inhibitoriy sukeliamam
poveikiui (palyginimui zr. 13 ir 10 lenteles). Be to, 2,4-D taip pat sukélé
reikSmingy K+P ir L+P ziedo frakcijy daznio svyravimy: dvigubuose mutantuose,
kurie gauti téviniu mutantu naudojant Hv-Lh, po poveikio 2,4-D buvo nustatytas
K+P ziedy frakcijos sumazéjimas. Ypa¢ jdomu, kad visose trijose dviguby
mutanty Hv-tw,;Lh linijose po poveikio 2,4-D atsirado L+P tipo ziedy, nors be

2,4-D poveikio Sio tipo ziedy abejose linijose apskritai nebuvo. Tai dar karta
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patvirtina hipotezg, kad egzogeninis auksinas skatina ziedo raidg reprodukciniy
organy susidarymo kryptimi ir egzistuoja miisy pastebéta raidos kryptis (trendas):
nuo silpnai isreiksty Ziedo meristemos dariniy iki pilno ziedo susidarymo, kurj
galima aptikti tik tiriant ektopinius  Ziedus, susidaran¢ius apatinio
ziedazvynio/akuoto pereinamojoje zonoje.

Taigi, nors skirtingy dviguby mutanty linijy atsakas j 2,4-D poveikj stipriai
skyrési ir pasireiSké didelémis pagrindinio ir ektopinio ziedo struktiiros
variacijomis, ryskiausias §io sintetinio auksino poveikis buvo ektopinio Ziedo
reprodukciniy organy vystymuisi bei ilgy ,.trikiy“ varpose susidarymui. Be to,
2,4-D taip pat savitai slopino trumpy ,trikiy“ formavimagsi Hv-tw, mutanto
varpose. Kadangi auksino inhibitoriy poveikis miezio dviguby mutanty varpos
raidai nebuvo tiriamas, egzogeninio auksino 2,4-D panaudojimas leido nustatyti
galimus fenotipo nestabilumo atsiradimo mechanizmus ir auksino reik§m¢ miezio

reprodukciniy organy raidai.

3.5. Etileno poveikis dviguby mutanty pagrindinio ir ektopinio Ziedo
struktirai

Sékmingi Osnato ir kt. (2010) miezio Hv-Hooded fenotipo dalinés
normalizacijos etilenu eksperimentai paskatino istirti etileno poveikj skirtinga
genetin] fong turintiems viengubiems ir dvigubiems mieZio Ziedo/Ziedyno raidos
mutantams bei nustatyti etileno poveik;j atskiriems ziedo organams, kuris minéty
autoriy nebuvo istirtas. Kaip ir Osnato ir kt. (2010) tyrimuose, etileno $altiniu
buvo naudotas etefonas (2-chloretilfosfono riigstis) — medziaga, hidrolizés metu
iSskirianti etilena, o jo poveikis Zziedo meristemos raidai buvo iStirtas augalus
paveikiant ziedo/ziedyno meristemy raidai Kritiniu metu, 4-5 lapy stadijoje.
Tikétasi, jog dviguby mutanty linijose lygiagreciai vykstanti dviejy mutantiniy
geny (Hv-tw, ir Hv-Hd) raiska, sutrikdanti skirtinguose lygmenyse

funkcionuojanéiy meristemy veiklg ir taip sukelianti didele Zziedo/ziedyno

72



struktiros variacija, leis iSsamiau jvertinti etileno poveikj atskiry Ziedo organy

vystymuisi.

7 pav. Etileno sukelta daliné miezio dvigubo Hv-tw,;Lh mutanto linijos N11 (+) varpos
architekttiros normalizacija. Kairéje — trys kontrolinés grupés varpos, desinéje — etefono
indukuotas akuoty vystymasis vietoje ektopiniy ziedy. Paveiksle pateiktos j lapus/stiebus
panasiy iSaugy nesudariusios N11 (+) linijos augaly varpos

Siekiant nustatyti etileno poveik] Ziedo organy vystymuisi, eksperimento
metu buvo tiriamos varpos, nesudarancios ektopiniy j lapus/stiebus panasiy
struktiiry arba varpy segmentai, turintys i$sivysciusiy pagrindiniy Ziedy, taciau Sio
tyrimo metu daugiausiai démesio buvo skiriama etileno poveikiui pagrindinio ir
ektopinio ziedo struktiirai, o ne varpos architekttirai, nors, kaip ir Osnato ir kt.
(2010) tyrimuose, buvo stebima etileno sukelta dalin¢ varpos architektiiros
normalizacija (7 pav.). Etefono poveikis tiek pagrindinio, tiek ektopinio ziedo
struktlirai buvo tiriamas atskirai, nes miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty
pagrindinio ir ektopinio ziedo mutantiniai fenotipai susiformuoja dél dviejy
skirtingy mutantiniy Hv-tw, ir Hv-Hooded/Kapl geny, veikianciy skirtingose
vystymosi stadijose bei skirtinguose Ziedo/Ziedyno organuose, fenotipinés raiskos:
Hv-tw, veikia anksCiau, formuojantis Ziedyno (varpos) bei pagrindinio Ziedo
meristemoms, 0 Hv-Hd pradeda veikti véliau, prasidéjus pagrindinio ziedo akuoto

morfogenezei.

73



14 lentelé. Etefono poveikis miezio vienguby ir dviguby mutanty pagrindinio ziedo
strukttirai

Pagrindinio Ziedo frakcijos, % + SE

Viengubas/ Povei- 705 705 Somma
dvigubas mutantas kis n
g Norma LT ) @ (1+2)
WT ( “Auksiniai II°) 0 91 100 0 0 0 0
) E 94 989+11 0 1,1+1,1 0 11+11
Hy-tw, (1) 0 107 87,9+3,2 103+30 09%009 0,9+09 1,9+13
E 116 89,7+2,8 86+26 0,9+09 0,9+0,9 17412
Hv-Lh () 0 108 68,5+ 4,5 1,9+13 287+44  09+09 29,6 + 4,4
E 95 64,2 + 4,9 53+23 30547 0 305+4,7
Hv-tw, x Hv-Lh 0 96 62,5+5,0 135+35 219+42 21+15 24,0+ 4,4
N11(+) E 109 62,4+4,7 92+28 211+39 73+25 284 +43
Hv-tw, x Hv-Lh 0 96 58,3 5,1 0 41,751 0 41,7+51
N13 (-) E 101 762+43° 30+17 198+40° 10+10 208+41°
Hv-tw, x Hv-Lh 0 109 68,8 + 4,5 0 31,2+45 0 31245
N19 (+) E 209  84,7+25° 0 144+24°  10+07 15,3+ 2,5
Hv-H () 0 108 98,1+1,3 0 1,913 0 1,9+1,3
E 132 924+23 15+1,1 6,1+2,1 0 6,1+2,1
Hv-tw, x Hv-H N6 0 105 78141 1,0£10 200%39 10£10 21,040
(+) E 94 78,7472 43+21 170+39 0 17,0+3,9
Hv-tw, x Hv-H N21 0 96 958+2,1 0 42+21 0 42+21
(+) E 104 933+25 1,010 58+23 0 58+23

Pagrindinio ziedo frakcijos: norma — 2 lodikulés + 3 kuokeliai + 1 piestele (2L+3K+1P), LT — ziedai,
kuriuose lodikulés transformuotos j reprodukcinius organus, ZOS — Ziedai, kuriuose pakites bendras Ziedo
organy skai¢ius, LT+ZOS — Ziedai, kuriuose lodikulés transformuotos j reprodukcinius organus bei pakites
bendras ziedo organy skaicius; (+,-) — kaip 8 lenteléje; n — istirty ziedy skaicius; a— P < 0,05, b — P < 0,01,
¢ — P <0,001, lyginant su atitinkama kontroline grupe (0)

Dviguby mutanty pagrindinio ziedo struktiiros variacija sukelia
hibridizacijai naudotas Hv-tw, alelis. Palyginti su kitais kolekcijoje saugomais Hv-
tw tipo aleliais, $is alelis yra gana silpnas, nes vienas i$ pagrindiniy Hv-tw tipo
aleliy pozymiy — nefiksuota lodikuliy transformacija j reprodukcinius organus
(LT), lydima nedidelio daznio Ziedo organy skai¢iaus (ZOS) variacijos —
dazniausiai pasireiSkia tik santykinai nedideléje Hv-tw, mutanty ziedy dalyje (14
lentelé), nors S§is pozymis labai priklauso nuo ekologiniy sglygy, dél kuriy jtakos
minéty ziedo pokyciy daznis gana stipriai svyruoja lyginant jvairias augaly kartas,
augusias skirtingomis sglygomis, Kurios nei§vengiamai Kinta net Siltnamyje. Dél
Sios priezasties po poveikio etilenu tikétasi nustatyti tiek kokybiniy, tiek

kiekybiniy lodikuliy transformacijos poky¢iy.
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IStyrus etefonu veikty augaly pagrindinio Ziedo struktiirg, apiuopiamo Sios
medziagos poveikio lodikuliy transformacijos j reprodukcinius organus (LT)
dazniui nei vienam tirtam genotipui nenustatyta (14 lentelé), taciau etefonas kai
kuriais atvejais tur¢jo jtakos ziedo organy skaiCiaus pokycCiams: etefonas
sumazino Hv-tw,;Lh linijy N13 (-) ir N19 (+) pagrindiniy Ziedy su pakitusiu ziedo
organy skai¢iumi (ZOS ir LT+Z0S) frakcijy dalj spektre, tuo pa¢iu padidindamas
pilnos struktiiros (2L+3K+1P) ziedy frakcijg (visais atvejais P < 0,01) (14 lentelé).

Kaip minéta, viena i$ pagrindiniy Hv-Hooded tipo mutanty savybiy yra
jvairaus laipsnio akuoto transformacijos | sterilius ektopinius ziedus ar
rudimentines iSaugas, kuriy formavimasi lemia BKn3 geno 1V introne jvykusi 305
bp duplikacija, todél tiriant etileno poveikj Hv-Hooded mutacijos pasireiskimuli,

pirmiausiai analizuotas $ios medziagos poveikis akuoto vystymuisi (15 lentelé).

15 lentelé. Etefono poveikis miezio vienguby ir dviguby mutanty akuoto bei ektopinio
ziedo vystymuisi

Ektopinés struktiiros ant apatinio ZiedaZvynio, % + SE

Viengubas/ . Normalus Visiskai
. Povei- . . ) isiSkai
dvigubas Kis akuotas ~ Ziedassu Tik  RUdimen- e vystes suma
mutantas (1) akuotéliu sparnai tinis ektopinis (1+2)
2) Ziedas -
Ziedas
HeLh () 0 33,3+2,7 250+25 23+09 57+13 33,7+2,7 58,3+2,9
V_ -
E 53,5 +4,0° 0° 0? 0° 465+4,0° 535+4,0
Hv-tw, x Hv-Lh 0 62,8 +5,2 128+36  47+23  47+23 15,1 +3,9 75,6 + 4,7
N11 (+) E 89,4 + 3,4° 3,5+2,0° 12+12  47+23 12+1.2° 92,9+2,8
Hv-tw, x Hv-Lh 0 11,2+2,0 56,0+31 32+11 204+26 @ 92+18 67,2 +3,0
N13 (-) E 17,8+24* 502+31 36+12 182+24 10,3+19 68,0 2,9
Hv-tw, x Hv-Lh 0 38,7+4,6 270+42 72+25 81+26 18,9+3,7 65,8 +4,5
N19 (+) E 683+4,2° 11,1+2,8> 0,8+0,8° 48+19 15,1+ 3,2 79,4 + 3,6
0 0 39+1,7 08+08 08+08 94,5+2,0 39+1,7
Hv-Hooded (-) )
E 27+13 6,8+21 47+17° 34+15 824+31 95+24
Hv-tw, x Hv-H 0 10,1+£2,9 239+41 46+20 18+13 59,6 + 4,7 339+4,6
N6 (+) E 112+3,1 252+42  47+21 65+24  523+49 36,4 + 4,7

‘Auksiniai II” veislé (wt), Hv-tw, mutantas ir dvigubo Hv-tw,;H mutanto linija N21 (+) ektopiniy j Ziedus
panasiy strukttry nesudaro, todél Sie genotipai j lentele nejtraukti; (+,-) — kaip 8 lenteléje; E — etefonas; a —
P <0,05 b-P<0,01, c- P <0,001, lyginant su atitinkama kontroline grupe (0)
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Poveikis etefonu akuotus turin¢iy genotipy — WT, Hv-tw, mutanto ir
specialiai parinktos linijos Hv-tw,;H N21 (+), formuojancios ektopines iSaugas ant
akuoty tik ypac¢ retais atvejais, taCiau pasizymincios ektopiniy j lapus/stiebus
panasiy iSaugy susidarymu — akuoty vystymuisi reikSmingos jtakos neturéjo, o
Kity tirty vienguby ir dviguby mutanty atsakas j egzogeninj etileng buvo
nevienodas (15 lentelé). Hv-H mutantui, kurio akuotai tipiniu atveju yra visisSkai
transformuoti ] gerai iSvysCiusj ektopinj zieda, etefonas sumazino bendra
ektopiniy ziedy daznj (P < 0,01) bei nezymiai paskatino akuotus turinciy ziedy
vystymasi (P < 0,05), taciau tuo paciu po poveikio etefonu padidéjo ir specifiniy
ektopinio ziedo strukttiry — sparny (3 pav., K ir L.) daznis. I$ Sio mutanto kilusioje
linijoje Hv-tw,;H N6 (+) etefonas analogisky pokyciy nesukélé (15 lentelé).

Didziausig poveikj akuoto vystymuisi etefonas turéjo Hv-Lemma hooded
(Hv-Lh) mutantui ir i§ jo kilusioms dviguby Hv-tw,;Lh mutanty linijoms (15
lentelé): visy tirty Sios grupés genotipy ziedy su akuotais daznis po poveikio
etefonu padidéjo, taciau tokj vienodg etefono poveikj akuoto formavimuisi lydéjo
jvairiy ektopiniy struktiiry daznio pokyc¢iai. Hv-Lh mutanto varpose etefonas
visiSkai slopino daugelio ektopiniy struktiry (ektopinio ziedo su akuotéliu,
sparny, rudimentinio ziedo) formavimasi, 0 dvigubo Hv-tw,;Lh mutanto linijoje
N11 (+) etefonas slopino tik dviejy tipy ektopiniy struktiiry — ektopinio Ziedo su
akuotéliu ir be akuotélio,— formavimasi. Dvigubo Hv-tw,;Lh mutanto linijoje N19
(+) po poveikio etefonu akuoty daznio padidéjima lydéjo nedidelis ektopiniy
struktiiry su akuotéliais ir rudimentiniy j Ziedg panasiy iSaugy daZznio sumazéjimas
(15 lentelé).

Ektopiniy ziedy su reprodukciniais organais daznio sumaZz¢jimas po
poveikio etefonu gali biiti traktuojamas kaip tam tikra ektopiniy j ziedg panasiy
1Saugy vystymosi kelio normalizacija, taCiau toks etefono sukeltas efektas buvo

biuidingas tik kai kurioms tirtoms dviguby mutanty linijoms (8 pav.).
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Ektopiniai Ziedai, %
0 20 40 60 80 100
Hv-Lh(-) Mﬁ ——
Hv-tw2,Lh N13 (-) ——
Hy-tw2;Lh N1I (+) T
Hyv-tw2,Lh N19 (+) '

Hv-H (-) ﬁa

Hv-tw2;H N6 (+)

Hv-Lh(-) i i
Hv-tw2;Lh N13 (-) L i

Hv-tw2;Lh N11 (+)
Hv-tw2;Lh N19 (+)
Hv-H (-)

Hv-tw2:H N6 (+)

8 pav. Etefono poveikis miezio dviguby mutanty linijy ektopiniy ziedy be reprodukciniy
organy (A) ir su reprodukciniai organais (B) susidarymui. Pateikti tik genotipai, vietoje
akuoty formuojantys ektopines iSaugas. Hv-Lh — Hv-Lemma hooded; Hv-tw2 — Hv-
tweaky spike 2; Hv-H — Hv-Hooded/Kapl.a (Colsess I1); (+,-) — kaip 8 lenteléje; *P <
0,05, **P < 0,001, lyginant etefonu veiktus (E) ir neveiktus (0) augalus

Siuo aspektu i§ visy tirty dviguby mutanty ypaé issiskyrée dvi linijos — Hv-
twy;Lh N11 (+) ir N19 (+): Siy linijy ektopiniy ziedy fenotipiniame spektre didelg
dalj sudaro ziedai, turintys vienos arba abiejy ly¢iy reprodukcinius organus
(atitinkamai 30,8 + 13,3 % ir 23,8 + 9,5 %) (8 pav. ir 16 lentel¢), taCiau abejy
linijy atsakas j etefono poveikj buvo skirtingas — po poveikio etefonu tik linijos
N11 (+) ektopiniy ziedy fenotipiniame spektre ziedai su reprodukciniais organais
visi§kai iSnyko, 0 linijoje N19 (+) po poveikio etefonu Sio tipo ziedy sumazéjo

nereik§mingai (8 pav.).
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16 lentelé. Etefono poveikis miezio vienguby ir dviguby mutanty ektopiniy ziedy struktiiry spektrui

Ektopiniai Ziedai be

Viepgubas/ Povei- Ektopiniai Ziedai su reprodukciniais organais, % + SE reprodltkciniq organuy,
rﬂ\élt%ﬂ;; Kis  — T k+p K+P Suma v ana§i/gsi >
1) 2 LK L+P K P (1+2) str'upktl'lros Kt?
0 0 0 0 0 0 0 0 38,6 +4,9 61,4+49
Hv-Lh (-)
E 0 0 0 28+22 0 0 0 29,2 +5/4 68,1+55
Hv-tw, x Hv-Lh 0 77+77 0 0 0 0 231+122 77+77 61,5 + 14,0 77+77
N11 (+) E 0 0 0 0 0 0 0 100° 0
Hv-tw, x Hv-Lh 0 0 0 0 0 0 0 0 52,2+10,6  47,8+106
N13 (-) E 115+6,4 0 0 0 0 0 115+6,4 462+10,0 423+99
Hv-tw, x Hv-Lh 0 48+48 95+66 0 0 95+6,6 0 143+78 61,9+109 143+78
N19 (+) E 65+45 97+54 0 0 0 32+32 16,1+67 774+76 32+32
Hv-Hooded (H) 0 58+21 74+24 50+2 08+08 264+40 17+12 132+31 52,9+ 4,6 0
) E 16+1,1 0P 82+25 0 279+41 0 16+1,1° 62,3+4,4 0
Hv-tw, x Hv-H 0 215+51 62+30 62+30 31+22 46+26 15+15 27,7+56 56,9 + 6,2 0
N6 (+) E 10,7+42 18+18 0° 0 0 1,8+1,8 125+45° 85,7 +4,7° 0

WVeislé Auksiniai II" (wt), Hv-tw, mutantas ir linija Hv-tw,;H N21 (+) ektopiniy struktiiry neformuoja, todél §ie genotipai j lentele nejtraukti. “Kt. —
vamzdelio arba “kepurés” pavidalo ektopinés strukttiros, neturin¢ios reprodukciniy organy. Ziedo organai: L — lodikulés, K — kuokeliai, P — piestelés,
zv. — Ziedazvyniai; (+,-) — kaip 8 lenteléje; E — etefonas; a— P < 0,05, b — P < 0,01, ¢ — P < 0,001, lyginant su atitinkama kontroline grupe (0)
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Ektopiniy ziedy su reprodukciniais organais dazniS po poveikio etefonu
taip pat sumazéjo ir viengubame Hv-H (Colsess 1) mutante bei i$ jo kilusioje
dvigubo Hv-tw,;H mutanto linijoje N6 (+). Siy abiejy genotipy kontroliniy grupiy
augalams taip pat biidingas santykinai didelis ektopiniy Ziedy su reprodukciniais
organais daznis, ektopiniy ziedy fenotipiniame spektre sudarantis apie 40-50 %.
Tadiau dviems mutantams, viengubam Hv-Lh mutantui ir dvigubo Hv-tw,;Lh
mutanto linijai N13 (-), etefonas sukélé prieSingg efektg, indukuodamas ektopiniy
ziedy su reprodukciniais organais, nebiidingy kontrolinés grupés augalams,

susidaryma (8 pav.).

3.6. Vienguby ir dviguby mutanty BKn3 geno alelizmo nustatymas

Misy tyrimy metu nustatyti vienguby ir dviguby mutanty atsako j kai
kuriuos fitohormonus skirtumai bei dideli vienguby Hv-Hd tipo mutanty (tarp
kuriy ir miisy tyrimuose naudoti Hv-Hooded/Kapl.a (Colsess Il) bei Hv-Lemma
hooded (4 pav., T ir S)) mutanty fenotipo skirtumai galéty biiti nulemti mutantinio
BKn3 geno sekos variacijy. Ypac¢ abejoniy kélé dvigubi mutantai: (1) ar visi jie
paveldéjo ta patj BKn3 alelj ir (2) ar naudotos dviguby mutanty linijos Sio alelio
atzvilgiu yra homozigotinés.

Remiantis Muller ir kt. (1995), visi Hv-Hooded/Kapl tipo mutantai turi 305
bp duplikacijg BKn3 geno 1V-gjame (didZiausiame) introne, ta¢iau smulkesné §io
mutantinio geno diferenciacija j alelius I, II, III(a, b ir ¢) yra paremta dviejy
insercijy — 20 bp ilgio (promotoriuje) bei 33 bp ilgio (IV introne) — buvimu (Badr
ir kt., 2000). Dviejy reguliaciniy BKn3 regiony promotoriaus ir IV introno srityse
sekos analizé buvo biitina siekiant nustatyti, ar Siame tyrime naudojami viengubi
ir dvigubi mutantai turi tuos pacius BKn3 geno diagnostinius Zzymeklius,
leidziancius identifikuoti konkrecius Sio geno alelius. BKn3 aleliy II ir Illa, b, ¢
promotoriaus srityje yra savita 20 bp ilgio insercija, kurios neturi BKn3 alelis I (k),

aptinkamas Europoje auginamuose Hordeum vulgare genotipuose, o 33 bp
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insercija BKn3 geno 1V introne yra aptinkama visuose BKn3 aleliuose, i$skyrus
alelj lllc (K), taigi Sios insercijos nebuvimas BKn3 geno IV introne yra savitas Illc
alelio zymuo (Badr ir kt., 2000).

Abu minétus BKn3 geno diagnostinius zymenis apimanciy fragmenty sekos
analizé parodé, jog Hv-tw, mutantas ir jo pradiné veislé ‘Auksiniai I’ (WT) turi
europinio tipo BKn3 alel;j (I), o visi miisy tyrimuose naudoti viengubi bei dvigubi
Hv-Hooded/Kapl tipo mutantai turi diagnostinius Zymenis (turi 20 bp insercija
promotoriuje ir neturi 33 bp insercijos IV introne), biudingus BKn3 Ilic (K) tipo
aleliui (17 lentel¢) bei visiems BKn3 mutantiniams aleliams budingg 305 bp
duplikacijg 1V introne (9 pav.). Istyrus dar 12 VU Botanikos sodo kolekcijoje
saugomy vienguby Hv-Hd tipo mutanty BKn3 aleliams savitus Zymenis, visuose
juose, nepaisant dideliy morfologijos skirtumy, taip pat nustatytas Ilic alelis,
taciau Sie rezultatai neatmeta galimybés, kad skirtumai tarp jvairiy Hv-Hd tipo

mutanty egzistuoja kituose BKn3 geno saituose.

bp M tw, Al H N6 N21
600 —_—

400 — me—d

300

Lh N11 N13 N17 N19

700 . —— G G S—— —
600

9 pav. PGR produktai, turintys 305 bp ilgio duplikacija (viengubi Hv-Hooded/Kapl.a
(H) ir Hv-Lemma hooded (Lh) mutantai bei visos tirtos dviguby mutanty linijos) ir jos
neturintys (Hv-tw, ir WT (veislé ‘Auksiniai II’) (atitinkamai, 649 bp ir 335 bp ilgio
fragmentai). M — DNR fragmenty dydzio standartas

Ypac netikéti buvo Hv-Lh mutanto ir i$ jo kilusiy dviguby mutanty linijy

BKn3 geno sekvenavimo rezultatai. Visuose Siuose mutantuose nustatyti
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diagnostiniai Zymekliai, saviti BKn3 aleliui Illc, nors savo isskirtiniu fenotipu Hv-
Lh mutantas (4 pav., S) yra panasesnis j Hv-Elevated hood mutantg (jam budingas
I11b alelis), kadangi Hv-Lh mutanto ektopiniai Ziedai vystosi akuoto distalinéje
dalyje, t.y. Zenkliai toliau nuo pagrindinio Ziedo apatinio Ziedazvynio nei Hv-
Hooded/Kapl.a (Colsess Il) mutanto. Skirtingai nei Illc (K) alelis, mutantinis I11b
tipo alelis (Elevated hood, K®) turi savita 33 bp ilgio insercija BKn3 geno 1V
introne (Badr ir kt., 2000), taciau $i insercija nebuvo nustatyta nei Hv-Lh mutante,
nei visose keturiose tirtose dviguby Hv-tw,;Lh mutanty linijose.

Dar labiau intriguoja faktas, jog dvigubo Hv-tw,;H mutanto linija N21 (+)
taip pat turi diagnostinius zymeklius, bidingus aleliui Illc. Kaip minéta, $iai linijai
biidingas labai silpnai iSreikstas Hv-Hooded fenotipas, pasireiskiantis mazo daznio
nezymiy ektopiniy iSaugy susidarymu akuoto distalinéje dalyje. Be to, $iai linijai,
kaip ir téviniam Hv-tw, mutantui, budingos dvieilés varpos, prieSingai nei Hv-
Hooded/Kapl.a (Colsess II) mutantui, kurio varpos yra SeSiaeilés. Taigi, dvigubo
Hv-tw,;H mutanto linija N21 (+) aiSkiai rodo genetinio fono reikSme¢ Hv-
Hooded/Kapl mutacijos fenotipinei raiSkai, o DNR sekvenavimo rezultatai

patvirtina 8ig i§vada.

17 lentelé. Dviejy BKn3 geno reguliaciniy sri¢iy sekvenavimo rezultatai

Promotorius | IVintronas BKn3
Pozicija, nt alelis’
- ~ =3
2 2 B
Genotipas o = g
~o2383R3B898 3 BLYIFTB w
N M O OO NN M &€ OMMmMm ST U O
O O N o o v o A — 0N M Ww w uw o™
Hv-tw,, WT TC- CCCACCC G+ ATC |
Hv-Hd mutantai ir - T + T T T GG T T C- G GT + llc
dviguby Hv-tw,;Hd (K)

mutanty linijos’
23ins. ir dup. — insercijos ir duplikacija: (+) — yra, (-) — néra; “BKn3 aleliai, nustatyti pagal
Badr ir kt. (2000); °I§ viso istirti visi tyrimuose naudoti dvigubi mutantai bei 14 VU
Botanikos sodo kolekcijoje saugomy Hooded tipo mutanty: Hv-2-row hooded (a.1441 ir
a.1445), Hv-Brittle rachis, Hv-Hooded lemma, Hv-Hood awn, Hv-Hooded 2-row, Hv-
Elevated hood, Hv-Hooded/Kapl.a (Colsess Il), Hv-Dense wing hood, Hv-Hooded, Hv-

Hoods on center spikelet, Hv-Sessile hood, Hv-Lemma hooded ir Hv-Multiflorous
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Taip pat nustatyta, jog abu tyrime naudoti viengubi Hv-Hd mutantai (Hv-H
ir Hv-Lh), visi i8 jy kile dvigubi Hv-tw,;Hd mutantai bei kiti VU Botanikos sodo
kolekcijoje saugomi Hv-Hd tipo mutantai BKn3 IV introne turi 305 bp duplikacija,
kuri neaptinkama Hv-tw, mutanto ir WT (pradinés veislés ‘Auksiniai II”) turimame
laukinio tipo bkn3 (k) alelyje (9 pav.). Be to, visy tirty vienguby ir dviguby
mutanty, turin¢iy BKn3 geng, 305 bp duplikacijos sekvenavimo rezultatai parodé,
kad visy jy turima minétos duplikacijos seka taip pat yra identiska.

Siuo tyrimo etapu taip pat jsitikinta, kad visi misy tyrimuose naudoti Hv-
Hd tipo mutantai ir i§ jy kilusios dviguby Hv-tw,;Hd mutanty linijos yra
homozigotinés pagal BKn3 geng. Kitu atveju heterozigotose biity stebimi du PGR
produktai — vienas veislés ‘Auksiniai II’ padétyje, kitas (dvigubai didesnis dél
turimos 305 bp duplikacijos — budingas Hv-Hooded/Kapl tipo mutantams (9
pav.).

3.7. Miezio Hv-tweaky spike 2 mutacijos kaip paveldimo dviguby mutanty
fenotipo nestabilumo paleidiklio (trigerio) tyrimai

3.7.1. Hv-tweaky fenokopijy indukcija 2,4-D

Kaip minéta 1.6.1. skyriuje, Hv-tw tipo mutacijy, sukelian¢iy miezio
»apipesioty* varpy fenotipg, molekuliné prigimtis yra neZinoma, taciau ilgameciai
VU Botanikos ir genetikos katedroje atlickami miezio dviguby mutanty tyrimai
parodé, jog j bendrg dviguby mutanty genoma jvedus mutantinj Hv-tw, arba Hv-tw
alelj, sukeliamas paveldimas fenotipo nestabilumas, kuris pasireiskia plataus
masto ektopiniy j zieda panasiy dariniy struktiiros ir lokalizacijos variacijomis, be
to, atsiranda naujy, viengubiems téviniams mutantams nebudingy poky¢iy (tokiy,
kaip i lapus/stiebus panasiy ektopiniy iSaugy, ilgy varpos ,,triikkiy* susidarymas)

varpose.
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Apibendrinant dviejy fitohormony, auksino ir etileno, tyrimy rezultatus
galima daryti dvi svarbias iSvadas: (1) pats Hv-tw fenotipas atsiranda galimai dél
auksino biosintezés ir/arba pasiskirstymo sutrikimy; (2) paveldimas fenotipo
nestabilumas indukuojamas dél pleiotropinio Hv-tw tipo mutacijy poveikio, kuris
pakeicia ir fitohormony biosintez¢ ir/arba pasiskirstymg. Svarbu nustatyti, kokie
Hv-tw tipo mutanty geny raiSkos pokyc¢iai gali lemti paveldima dviguby mutanty,
genome turin¢iy kurj nors Hv-tw tipo alelj, fenotipo nestabiluma. Analogisky
pozymiy turintys dvigubi mutantai yra gauti ir kryzminant kitg, stipresnj, Hv-tw
alelj su jvairiais Hv-laxatum-a geno aleliais, o taip pat ir su panasaus ] Hv-tw
fenotipo (bet nealeliniais) Hv-tweaky and missing kernel ir Hv-tweaky No.18
mutantais — visiems tokiems dvigubiems mutantams, genome turintiems kurj nors
Hv-tw tipo alelj, budingas paveldimas fenotipo nestabilumas.

Be to, ‘Auksiniai II’ veisléje naujai indukuotai miezio Hv-tweaky spike
mutacijai (Hv-tw, Hv-tw; ir Hv-tw, aleliams) pirmosiose augaly kartose buvo
budingas genetinis nestabilumas, kuris pasireiSké reversijomis ] laukinj tipa.
Revertantai i§saugojo kai kurias tkiniu atzvilgiu svarbias Hv-tw tipo mutantams
buidingas savybes, i§ kuriy svarbiausios yra padidéjes baltymy kiekis griiduose,
pakitusi aminoriigs¢iy sudétis, didesnis atsparumas kai kuriems mutagenams,
kurios galéty buti panaudotos dél revertantuose atsiktrusio normalaus,
prilygstanéiam WT, produktyvumo, nes Hv-tw tipo mutantai yra apie du kartus
maziau produktyviis (Randelis ir kt., 2004; Vaitkaniené ir kt., 2006; Siuksta ir kt.,
2008; Zvingila ir kt., 2012).

ISanalizavus literattiros $altinius buvo surasta, kad sintetinis auksinas 2,4-
dichlorfenoksiacto rugstis (2,4-D), ilgg laikg Zemés tkyje naudotas kaip
herbicidas placialapéms piktzoléms naikinti, migliniams augalams sukelia jvairiy
derliy mazinan¢iy ziedyno raidos nukrypimy, jei paséliai purSkiami Kritiniais
ziedyno raidos etapais (Derscheid, 1952; Derscheid ir kt., 1952; Staniforth, 1952;
Kumar ir Singh, 2010). Tarp 2,4-D sukeliamy Ziedyno raidos anomalijy apraSytas

ir ,,apipesioty” (angl. tweaked) varpy fenotipas, kuris yra vienas i§ biidingiausiy
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Hv-tw tipo mutanty pozymiy. Pastarasis faktas paskatino istirti 2,4-D poveikj ne
tik miezio veislés ‘Auksiniai II’, naudotos kaip WT, bet ir originalios kilmés Hv-
tw, mutanto, naudoto gauti dvigubus Hv-tw,;Hd mutantus bei dar dviejy VU
Botanikos sodo kolekcijoje saugomy Hv-tweaky No0.18 (Hv-tw No0.18) ir Hv-
tweaky and missing kernel (Hv-twmk) mutanty ziedo/ziedyno raidai ir kaliaus
indukcijai bei augimui sistemoje in vitro. Hv-tw,, Hv-tw No0.18 ir Hv-twmk
mutantus vienija panasi varpos morfologija (,trikiai“, ,karGinos“, varpuciy
18sidéstymo sutrikimai) bei Ziedo organy skaiiaus variabilumas, taciau lodikuliy
transformacija (LT) yra biidinga tik originalios kilmés Hv-tw tipo mutantams.

Kaip ir Hv-tw, mutantui, Hv-tw No0.18 ir Hv-twmk mutantams biidingas
jvairios lokalizacijos ,trukiy“ ir ,,kartiny* susidarymas varpose bei ziedo organy
skaiCiaus variacija, taciau Sie du mutantai taip pat pasizymi ir savitu nereguliariu
priesiniu varpuciy iSsidéstymu vietoje jprasto prazangaus, kuris nebiidingas nei

vienam Hv-tweaky spike tipo mutantui (10 pav.).

10 pav. Miezio Hv-tweaky tipo mutanty varpy morfologijos jvairové. (A—C) Hv-twmk
mutanto varpos: (A) varpa su redukuotomis virSutinémis varputémis, (B) varpa su
Htrikiu® ir ,kartina®, (C) paprasta dvieilé varpa; (D) Hv-tw N0.18 mutanto varpa su
Htrikiu®; (E) Hv-tw, mutanto varpa; (F) Hv-tw No0.18 mutanto varpos ,trukio*
morfologija: keli varpuciy neturintys bambliai, Zemiau jy esantis prieSinis varpuciy
i8sidéstymas ir vir§ ,trikio* iSsidésCiusi ,kartina®. Rodyklémis pazymeétas prieSinis
varpuciy i$sidéstymas, trikampiais — varpuc¢iy neformuojantys varpos bambliai

84



Kaip ir tikétasi, 4-5 lapy stadijos augaly purskimas sintetinio auksino 2,4-D
2 g-L™ tirpalu sukeélé tiek Ziedyno, tiek vegetatyviniy organy vystymosi anomalijy
visiems keturiems tirtiems genotipams (11 pav. ir 18 lentelé). Viena i8S
charakteringiausiy 2,4-D sukelty morfoziy buvo nereguliarus priesinis varpuciy
iSsidéstymas, kai prie vieno varpos bamblio tvirtinasi ne viena, o dvi arba trys
varputés, bei dél Sio pokycio varpose susiformuojantys ,.trukiai“ (11 pav., A, F, G,
H). Tokios morfozés buvo nustatytos WT (veislés ‘Auksiniai II’) bei Hv-tw,
mutanto augaluose, o jy daznis sieké atitinkamai 54,5 % ir 69 % (18 lentelé). 2,4-
D sukelto Sio tipo morfoziy daznio Hv-tw No.18 ir Hv-twmk mutanty varpose
jvertinti buvo nejmanoma, nes toks varpuciy i$sidéstymas yra biidingas Siy dviejy

mutanty pozymis (10 pav.).

11 pav. Sintetinio auksino 2,4-D indukuoty morfoziy jvairové: (A) Sakotos varpos ir
priesinis varpuCiy iSsidéstymas WT ( ‘Auksiniai I’ veislés) varpose (pazyméta
rodyklémis); (B) 2,4-D sukelta Hv-twmk mutanto stiebo deformacija; (C—E) Hv-tw No.18
mutanto varpos su skirtingos lokalizacijos ,.trikiais*; (F—H) 2,4-D sukeltos Hv-tw No.18
mutacijos fenokopijos WT augaly varpose; (I) 2,4-D indukuotas varpuciy praradimas WT
augaly varpose; (J) 2,4-D sukeltas ypac ilgas ,trukis“ WT varpoje, turintis septynis
varpuc¢iy neformuojanc¢ius bamblius (pazymeéti trikampiais)

Minétasis 2,4-D sukeltas priesinis varpuéiy iSsidéstymas WT ir Hv-tw,
mutanto varpose daznai buvo lydimas ,trukiy“, atsiradusiy dél varpuciy

neformuojanciy varpos bambliy. Kai kuriais atvejais tokie ,trikiai“ apémé
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didZigjg dalj varpos asies (11 pav., J). Retesniais atvejais WT ir Hv-tw, augaluose
auksinas 2,4-D sukélé maZesnio masto varpuciy praradimg, primenantj Hv-twmk
mutantui biidingg varpy morfologija (palyginimui, 10 pav., A ir 11 pav., I). Taigi,
2,4-D sukelti saviti varpos architektiros pokyc¢iai WT ir Hv-tw, augaluose —
varpuciy iSsidéstymas bei ,,triikkiy* atsiradimas ir jy prigimtis — yra Hv-tw N0.18 ir
Hv-twmk mutacijy fenokopijos, rodancios galimg Hv-tw mutacijy sasaja su
auksino pernaSos ir/arba metabolizmo sutrikimais — su auksino pertekliumi arba
nepritekliumi atskiruose varpos regionuose, ektopiniais auksino pasiskirstymo
varpoje sutrikimais bei naujy lokaliy auksino koncentracijos maksimumy ir
nepritekliaus zony susidarymu iSilgai varpos (McSteen ir Leyser, 2005; Scarpella

ir kt., 2010; Tabata ir kt., 2012; Siuksta ir kt., 2015).

18 lentelé. Sintetinio auksino 2,4-D Siltnamio sglygomis sukelty morfoziy spektras

Morfoziy spektras, % + SE

Augalai

. . e . . Augalai . .

R T

varpomis* f/t;;’;(;‘r;rlgzs varpomis tais stiebais
WT 0 0 100 0 0 0 40
24D 273+79° 30+30° 545+88 15263 0 33
0 0 100 0 0 0 i3
Hv-tw, 24D 103+57 20,7+7,7° 69,0 +8,7° 0 0 29
ootk 0 45:26 04029 0 15+15 0 67
24D 141+42 789+49 0 0 70+30° 71
Ho-tn NoL18 0 77+43  641+78 0 282+73 0 39
: 24D 234+53" 672%59 0 94+37° 0 64

ITipinés WT varpos yra dvieilés; Hv-tw, mutanto varpos pamatinéje dalyje yra sterilios bei turi , kariing*
(kelios prie vieno bamblio prisitvirtinusios varputés varpos vir§unéje); Hv-twmk ir Hv-tw No.18 mutanty
varpos turi ,karlinas® ir jvairiuose varpos regionuose susidariusius ,.triikius“, be to, pasitaiko nereguliarus
priesinis kai kuriy varpu¢iy i$sidéstymas. “WT ir Hv-tw, augalai, kuriy kai kurioms varputéms biidingas
prieSinis iSsidéstymas; Hv-twmk ir Hv-tw No0.18 mutantams toks varpuciy i$sidéstymas yra budingas
pozymis. n — istirty augaly skaicius; a — P < 0,05, b — P < 0,01, ¢ — P < 0,001, lyginant su atitinkama
kontroline grupe (0)

Be jau minéty savity didelio daznio varpos architektiros pokyciy, 2,4-D
taip pat indukavo WT augaly varpos asies Sakojimasi (18 lentel¢). Taip pat vertas
démesio faktas, kad skirtingiems Hv-tweaky tipo mutantams 2,4-D sukélé

priesinga poveikj: Hv-tw No.18 mutantui 2,4-D sumazino nattiraliai budinga varpy
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Sakojimosi daznj (P < 0,05), 0 Hv-tw, ir Hv-twmk mutanty varpy Sakojimuisi 2,4-
D reik§mingos jtakos nedaré. Apskritai, skirtingy Hv-tweaky tipo mutanty reakcija
1 2,4-D buvo nevienoda ir savita, pvz., 2,4-D sukeltos stiebo deformacijos buvo
budingos tik Hv-twmk mutantui (18 lentelé).

PaZzymétina, jog morfoziy daznis buvo vertinamas pagal augaly pirmosios
varpos, kurios pradmuo raidos metu turéjo tiesioginj kontakta su egzogeniniu 2,4-
D, fenotipa, nors vélesni tyrimy etapai parodé, kad krimijimosi metu atsirade
nauji stiebai, kuriy meristemos tiesioginio kontakto su 2,4-D tirpalu neturéjo, taip
pat formuoja varpas, turinfias pirmosios augalo varpos architektiirai biidingy
nukrypimy, o tai rodo, kad egzogeninio auksino sukelti raidos poky¢iai
meristemose jvyksta labai anksti, dar prie§ kriimijimosi iniciacija, arba kad
sintetinis auksinas 2,4-D augaly audiniuose ilgai iSlieka fiziologiskai aktyvios
formos ir yra létai metabolizuojamas ir/arba paSalinamas. Taip pat nustatyta, kad
purskimas 2,4-D tirpalu visiems tirtiems genotipams sukelia jvairaus laipsnio
augaly sterilumg, tadiau S$iuo aspektu tirty genotipy jautrumas 2,4-D buvo
nevienodas: jdomu, kad maziausias steriliy augaly daznis (10,3 %) buvo budingas
Hv-tw, mutantui, o didziausias — WT (veislei ‘Auksiniai II’). Didesné Hv-tw,
mutanto tolerancija auksinui 2,4-D, palyginti su WT, irgi galimai rodo $ios
mutacijos sasajas su auksino balanso sutrikimais. Po poveikio 2,4-D padaugéjo ir
Hv-tw No0.18 ir Hv-twmk mutanty steriliy augaly, taciau tokiy augaly pasitaiké ir
Siy mutanty kontrolingje grupéje, o reikSmingas Steriliy augaly pagaus¢jimas po
poveikio 2,4-D buvo nustatytas tik Hv-tw N0.18 (P < 0,05; 18 lentelé).

Kaip minéta, aleliniams Hv-tweaky spike mutantams (tarp jy ir Hv-tw,)
buidinga savita nereguliari lodikuliy transformacija j reprodukcinius organus,
lydima ziedo organy skaiciaus nestabilumo. Pastarasis reiskinys buidingas visiems
Hv-tw tipo mutantams, todél atskirai buvo istirtas ir 2,4-D poveikis skirtingy Hv-
tweaky tipo mutanty ziedo struktiirai (19 lentelé). Be to, tikétasi nustatyti galimag

ziedo struktiiros variavimo priklausomybe nuo varpos morfologijos, todé¢l atskirai
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buvo tiriama ziedo struktira pakitusiose ir nepakitusiose tos pacios poveikio

grupes varpose.

19 lentelé. Egzogeninio 2,4-D poveikis WT (veislés ‘Auksiniai II’) ir skirtingy Hv-
tweaky tipo mutanty ziedo struktiirai

Pagrindinio ziedo frakcijos, % * SE

C':ii)r:; I:)(I)<\i/s(? ! m?)lffgrt)io;as n Norma LT Z((l))S LTJ(FZZ)OS Suma (1+2)
0 N 300 100 0 0 0 0
N 20 100 0 0 0 0
wr P.v.i. 236 100 0 0 0 0
24D Sakota 129  953+1,9° 0 47 +1,9° 0 47+19°
Suma 385 98,4 +0,6° 0 1,6 +0,6° 0 1,6 +0,6°
0 tw 126 683+42 302+41 16+11 0 1,6+11
tw 100 590+49 39,0+49 0 20+14 20+14
Fiv-tw, 24-D twsupvi. 223  740+29 233+28 22+10 0,4+04 26+10
Suma 323 693+26 282+25 15+07 09+05 25+09
Be ,trikio” 116 100 0 0 0 0
0 Su,trikiv® 135  97,8+13 0 22+13 0 22+13
Hv- Suma 251 98807 0 1,2+07 0 1,2+07
twmk Be ,trikio” 103 82,5+ 3,8° 0 17,5 +3,8° 0 175+38
24-D  Su,trikiv> 100 94,0+24° 0 5,0 +2,2? 1,0£1,0 6,0 +2,4!
Suma 203  882+23° 0 113+22° 05+05 11,8+23
Be ,trikio” 102  99,0+1,0 0 1,010 0 1,010
0 Su,trukiv> 122 844+33% 08+08 139+31° 08+08 147+32°
Hv-tw Suma 224 911+19 04+04 80+18 0,4 +0/4 85+19
No.18 Be ,trikio” 53 98,1+1,9 1,9+1,9 0 0 0
2,4-D  Su,trokiv® 113 79,6 +3,8° 0 195+37° 09+09 204+38
Suma 166 855+27 06+06 133%26 06+06 139+27

Varpos morfotipai: N — normalios struktiiros (dvieilés) varpos, p.v.i. — varpos, turin¢ios pakitusj varpuciy
i§sidéstyma, tw — varpos, turinfios Hv-tw tipo mutantams biidingg raidos gradients, ,.trikj“ ir/arba
,.kariing“‘; pagrindinio ziedo tipai: norma — 2 lodikulés + 3 kuokeliai + 1 piestelé (2L+3K+1P), LT — Ziedai,
kuriuose lodikulés transformuotos j kuokelius ir/arba piesteles; ZOS — Ziedai, kuriuose pakites bendras
ziedo organy (L, K ar P) skai¢ius; n — iStirty Ziedy skai¢ius; a — P < 0,05, b — P < 0,01, ¢ — P < 0,001,
lyginant su atitinkamu kontrolinés grupés (0) varpy morfotipu; 1 — P < 0,05, 2 - P < 0,01, 3 - P < 0,001,
lyginant ,.triikj“ turinéias ir jo neturin¢ius varpy morfotipus tarpusavyje

Istyrus WT (veislés ‘Auksiniai II”) ziedo struktiirg nustatyta, kad po 2,4-D
poveikio atsiradusiy Sakoty varpy (11 pav., A) zieduose retai (4,7 = 1,9 %)
atsiranda ziedo organy skaiGiaus (ZOS) poky¢iy (P < 0,05; 19 lentelé).
Pazymétina, jog jprastomis salygomis ‘Auksiniai II’ veislés augalai pasizymi
dideliu ziedo struktiiros stabilumu — Siai veislei budingi grieztai normalios

struktiros ziedai, turintys 2 lodikules, 3 kuokelius ir 1 piestelg, o tokie ziedo
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organy skaiCiaus pakitimai yra biidingi i$ Sios veislés kilusiam Hv-tw, mutantui
bei abiems kitiems Hv-tweaky tipo mutantams — Hv-tw No.18 ir Hv-twmk. Be to,
iprastos morfologijos (dvieilése) WT varpose tiek kontroliniuose augaluose, tiek ir
po poveikio 2,4-D, jokiy Ziedo struktiiros poky¢iy nebuvo nustatyta, todél galima
daryti iSvada, jog Ziedo struktiiros pokyciai specifiskai atsiranda varpy morfotipe,
kurio raida po 2,4-D poveikio yra labiausiai sutrikusi.

IStyrus Hv-tw, mutanto skirtingy varpos morfotipy Zziedo struktiira,
statistiSkai patikimy 2,4-D indukuoty Ziedo struktiiros skirtumy tarp jy nerasta,
tatiau Hv-tw, mutanto varpose, turinCiose sutrikusj varpuciy iSsidéstyma,
nustatyta silpna Sio mutanto Ziedo struktiiros normalizacija, pasireiSkusi neZymiu
tipinés struktiiros (2L+3K+1P) ziedy frakcijos padidéjimu ir sumazéjusia ziedy su
transformuotomis lodikulémis (LT) frakcija (19 lentel¢).

Akivaizdi varpos morfologijos reikSme Zziedo struktiirai buvo nustatyta
tiriant Hv-tw No.18 ir Hv-twmk mutantus: Siy genotipy kontrolinés grupés varpy,
neturinéiy iSreik§to Hv-tweaky fenotipo (,.trikiy“ ir ,kartiny®), Zziedo struktiira
buvo tipiné WT, taciau ,,triikj* turin¢iose varpose nustatytas ziedy su pakitusiu
organy skaiGiumi (ZOS) daZnio pasikeitimas, kuris ypa¢ ryskus buvo Hv-tw No.18
mutanto tw tipo varpose (19 lentelé). 2,4-D jtaka Siy abiejy mutanty ziedo
struktiirai buvo nevienoda: 2,4-D padidino (P < 0,001) Hv-twmk mutanto ZOS
ziedy frakcijg varpose be ,.triikio, o varpy su ,trukiu“ Ziedo struktiiros pokyciy
daznis nesiskyré nuo kontrolinés grupés analogiskos strukttros varpy ziedy. Hv-tw
No0.18 mutanto ziedo struktiirai 2,4-D reikSmingos jtakos neturé¢jo (19 lentelé):
kaip ir kontrolinéje grupéje, reikSmingi ziedo strukttiros skirtumai buvo nustatyti
tik tarp skirtingy tos pacios poveikio grupés varpos morfotipy, 0 ne tarp 2,4-D
veikty ir neveikty augaly.

Siekiant nustatyti galima Hv-tweaky tipo mutacijy sgsajg su sutrikusiu
auksino metabolizmu ir/arba pasiskirstymu, taip pat buvo istirta 2,4-D jtaka Sio
tipo mutanty kaliaus augimui in vitro, esant jprastai (3 mg-L™) ir padidintai (6

mg-L™) $io sintetinio auksino koncentracijai terpeje (12 pav.).
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12 pav. Hv-tweaky tipo mutanty kaliaus augimo priklausomybé nuo sintetinio auksino
2,4-D koncentracijos. WT — veislé ‘Auksiniai II’; *P < 0,05, **P < 0,01, lyginant
kaliaus, augusio terpéje su 3 mg-L ™ ir 6 mg-L™ 2,4-D, mase

Tyrimas parodé, kad padidinta 2,4-D koncentracija tiek WT (veislés
‘Auksiniai II"), tiek i$ jos kilusio Hv-tw, mutanto kaliaus augima silpnai slopino,
taciau $is poveikis abiem atvejais buvo statistiskai nereikSmingas. Padidintos 2,4-
D koncentracijos jtaka Hv-tw No0.18 ir Hv-twmk mutanty kaliaus augimui buvo
nevienareik§mé: aukstesnis 2,4-D lygis terpéje slopino (P < 0,05) Hv-twmk
mutanto kaliaus augima, tac¢iau Hv-tw N0.18 mutanto kaliaus augimg skatino (P <
0,01) (12 pav.). Idomu, jog visy trijy tirty Hv-tweaky tipo mutanty vidutiné kaliaus
masé tiek kontrolingje terpéje, tiek ir terpéje su padidinta 2,4-D koncentracija,
buvo didesné nei WT (visais atvejais P < 0,001), o tokie Sio tipo mutanty jautrumo
egzogeniniam 2,4-D skirtumai, palyginti su WT, rodo pakitusj $iy mutanty atsaka j
egzogeninj auksing bei dar kartg patvirtina galimag Hv-tweaky tipo mutacijy rysj su

auksino metabolizmo ir/arba pasiskirstymo sutrikimais.

90



3.7.2. Hv-tw, mutanto pakitusios raiSkos geny paieSka ir geny

charakterizavimas

Nors paveldimas fenotipo nestabilumas yra btdingas tik miezio dviguby
mutanty linijoms ir néra sutinkamas viengubuose téviniuose Hv-Hd, nei Hv-tw,
mutantuose, biitent pastarasis (Hv-tw,) alelis yra fenotipo nestabilumo paleidiklis
(trigeris) dvigubuose mutantuose. Prie Sios i§vados buvo prieita j tyrimus jtraukus
didesn;j skai¢iy VU Botanikos sodo kolekcijoje saugomy mieziy dviguby mutanty,
gauty sukryzminus Hv-tw mutantg (Sis alelis yra stipresnis nei Hv-tw,) su jvairiais
Hv-laxatum-a (Hv-lax-a) tipo mutantais, turintiems ilgas sumaZzéjusio tankio
varpas bei reguliariai j kuokelius transformuotas lodikules (Larsson, 1985; Laurie
ir kt., 1996; Vaitkiniené ir kt., 2004b) bei su Hv-tw No.18 ir Hv-twmk mutantais.
Visiems §iems papildomai j tyrimus jtrauktiems dvigubiems Hv-tw;lax-a, Hv-
tw;tw No0.18 ir Hv-tw;twmk mutantams budingas paveldimas ziedo/ziedyno
fenotipo nestabilumas, pasireiSkiantis netgi didesne nei Hv-tw,;Hd mutanty

ektopiniy j lapus/stiebus panasiy iSaugy morfologijos jvairove (20 lentelé).

20 lentelé. Dviguby Hv-tw;lax-a (skirtingy aleliy), Hv-tw;tw No0.18 bei reciprokiniy Hv-
tw;twmk ir Hv-twmk;tw mutanty (Fg) varpos morfologijos variacija lauko salygomis

Dvigubas n Fenotipinés grupés

mutantas [ I 1l v \Y Np/tw
Hv-tw;lax-a.434 169 21,3+3,2 32,0%+3,6 59+1,8 0 0 40,2+3,8
Hv-tw;lax-ab 1119 0,6+0,2 141+10 26,1+13 0 0 52,1+15
Hv-tw;lax-ac 289 04+04 21,8+24 93+1,7 0 0 54,7+29
Hv-tw;lax-ae 815 0,6+0,3 12,3+1,2 12,0+1,1 0 0 55,8+ 1,7
Hv-tw;tw No.18 132 09+0,8 11,9+28 14,2+ 3,0 0 0 63,6 +1,0
Hv-tw;twmk 1860 12,7+08" 10,5+0,7 162+09 132+08" 50+05" 31,2+1,0
Hv-twmk;tw 1039 9,2+0,9 200+12* 57+0,7° 13+03* 01%01* 37,2+1,0°

*Parodyta tik dalis fenotipo variacijy; varpy fenotipinés grupés: I, II ir III — kaip 12 lenteléje, IV — varpos
su pailgéjusiais ir (V) ypac pailgéjusiais varpazvyniais ir ziedazvyniais. Np/tw — nepakitusios strukttiros
arba Hv-tw mutantui biidingos varpos; n — istirty varpy skai¢ius; a — P < 0,001, lyginant su reciprokine Hv-
tw;twmk kombinacija. 1 — P < 0,001, lyginant su Hv-tw;tw No.18

Siekiant nustatyti Hv-tw tipo mutacijos kaip fenotipo nestabilumo
paleidiklio (trigerio) galimus veikimo kelius, diferencinio vaizdinimo metodu

buvo atlikta nedidelés apimties Hv-tw, mutanto pakitusios raiskos geny paieska.
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Nors Siuo metodu gauti rezultatai yra tik preliminards, tyrimo metu pavyko
nustatyti kai kuriy geny raiSkos skirtumy tarp Hv-tw, mutanto ir jo pradinés
veislés ‘Auksiniai II’ (WT), kurie gali buti susij¢ su paveldimu fenotipo
nestabilumu, budingu dvigubiems mutantams, genome turintiems Hv-tw tipo
mutacija.

Atlikus dd-PGR su 24 pradmeny kombinacijomis, i§ PAA gelio buvo
iSpjauti ir i$skirti 49 diferencinés raiSkos cDNR fragmentai. 43 fragmentai buvo
sékmingai reamplifikuoti ir 34 i§ jy sékmingai sekvenuoti. Siy diferencinés

raiSkos fragmenty homology paieskos rezultatai pateikti 21 lenteléje.

21 lentelé. Hv-tw, mutanto ir jo pradinés veislés ‘Auksiniai II’ (WT) diferencinés raiskos
fragmenty palyginimas su NCBI registruotomis sekomis

cDNR

frag- llgis, RaiSkos Artimiausi homologai Sekos R S
statusas homolo- E reik§mé Pasiekimo kodas
mento bp 1 augaluose s
gija (%)

kodas

N1/N17 | 150 l Populus trichocarpa hypothetical | 100/100 0,51/0,46 XM_002325891.2
protein, mMRNA
Arabidopsis thaliana embryonic 85/85 0,15/0,13 AF319968.1
flower 1 (EMF1) gene

N2 110 1 Oryza sativa genomic DNA, 96 4,2 AL662957.2
chromosome 4, BAC clone:
OSJNBa0013K16
Hordeum vulgare subsp. vulgare | 91 0,34 AK252775.1
cDNA clone: FLbaf172109,
mRNA

N3/N4 | 150/ | 1 Hordeum vulgare partial mMRNA | 99/97 4e-26/7e-22 | AJ250661.1

110 for putative protein (bci-5 gene)

Deschampsia antarctica plastid- | 88/88 3e-14/2e-10 | AY090534.1

specific ribosomal protein 2
precursor, MRNA

PREDICTED: Brachypodium 83/84 2e-10/1e-06 | XM_003577869.1
distachyon 30S ribosomal protein
2, chloroplastic-like, MRNA

N5 220 l Hordeum vulgare subsp. vulgare | 99 le-25 AK357227.1
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1048J09

Triticum aestivum cDNA, clone: 92 1e-38 AK335171.1
WT012_D22, cv.Chinese Spring
PREDICTED: Zea mays zinc 86 3,5 XM _008681663.1,
transporter ZTP29, transcript XM_008681664.1
variants X1, X2, mRNA

N6/N7 | 130/ | 1 Hordeum vulgare subsp. vulgare | 100/100 2e-52/3e-43 | AK369215.1

150 mRNA for predicted protein,

clone: NIASHv20861.14
Triticum aestivum cDNA, clone: 84/88 3e-24/2e-20 | AK331725.1

SET1_KQ9, cv. Chinese Spring
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21 lentelés tesinys

N10

390

|

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2002C18

99

3e-151

AK362072.1

PREDICTED: Setaria italica 50S
ribosomal protein L6,
chloroplastic-like, mMRNA

87

7e-77

XM_004984284.1

Oryza sativa (indica group)
cDNA clone: OSIGCSA057J06

85

6e-65

CT829171.1

Brachypodium distachyon
mRNA, clone: PL0O16C01-A-
102_017

84

8e-89

AK440012.1

N11

200

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1060L05

98

le-48

AK357734.1

N12

200

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2056K09

95

2e-39

AK367410.1

Zea mays clone 11019 mRNA

90

2e-31

DQ244822.1

Brachypodium distachyon
MRNA, clone: PL016C01-A-
010_N24

80

3e-05

AK425858.1

N14

260

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1071A07

99

Te-73

AK358199.1

Triticum aestivum chromosome
3B, cv. Chinese Spring

80

4e-31

HG670306.1

N15

250

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv3022F18

99

le-68

AK373145.1

PREDICTED: Brachypodium
distachyon uncharacterized
MRNA

84

8e-21

XM_003558777.1

N15

250

Sorghum bicolor hypothetical
protein, MRNA

83

2e-15

XM_002465817.1

Oryza sativa (japonica group)
chromosome 3, clone 0J1172F09

81

le-17

AC119796.2

PREDICTED: Zea mays putative
protein TPRXL, mRNA

79

3e-14

XM_008662296.1

N19

280

Hordeum vulgare subsp. vulgare
genes for putative iron-deficiency
specific 4 protein and putative
ethylene-responsive transcription
factor

99

4e-69

AP009567.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1144109

99

le-68

AK361595.1

Triticum aestivum cDNA, clone:
WTO003_K10, cv. Chinese Spring

97

9e-65

AK332300.1

PREDICTED: Brachypodium
distachyon SPX domain-
containing protein 1-like, MRNA

83

5e-30

XM_003563615.1

Oryza sativa (indica group)
cDNA clone: OSIGCEAOQ16F18

80

4e-25

CT829841.1
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21 lentelés tesinys

N20

230

1

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1113124

100

2e-73

AK360234.1

Triticum aestivum clone
wdk9n1.pk001.m5:fis, mMRNA

94

1le-30

BT009050.1

PREDICTED: Brachypodium
distachyon PHD finger protein
ALFIN-LIKE 8-like, transcript
variants 1, 2

79

4e-19

XM_003577600.1,
XM_003577601.1

N21

400

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv3023B16

98

2e-14

AK373178.1

PREDICTED: Zea mays
(cl15598_1c), transcript variant
X1, mRNA

95

6e-07

XM_008673922.1

Triticum aestivum chromosome
3B, cv. Chinese Spring

94

8e-12

HG670306.1

PREDICTED: Setaria italica
lysophospholipid acyltransferase
LPEAT1-like

91

2e-07

XM_004971457.1

N22

240

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2009K02

100

6e-68

AK362710.1

Triticum aestivum cDNA, clone:
WT004_C02, cv. Chinese Spring

76

2e-23

AK332499.1

N23

260

Hordeum vulgare subsp. vulgare
cDNA clone: FLbaf7c05, mMRNA

99

le-41

AK?248920.1

Triticum aestivum cDNA, clone:
WT009_D18, cv. Chinese Spring

91

5e-27

AK334381.1

PREDICTED: Brachypodium
distachyon 10 kDa chaperonin-
like, MRNA

80

le-10

XM_003562531.1

Hordeum vulgare subsp. vulgare
cDNA clone: FLbaf5k17, mMRNA

100

2e-16

AK248798.1

Populus sieboldii x Populus
grandidentata HPOX14 gene for
peroxidase

84

7,0

D13683.1

N25

170

Hordeum vulgare subsp. vulgare
chloroplast genome

100

7e-32

KC912687.1

Aegilops tauschii cv. AL8/78
chloroplast genome

100

5e-32

KJ614412.1

Triticum urartu cv. P1428335
chloroplast genome

100

5e-32

KJ614411.1

N26

160

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1001F24

91

le-20

AK353600.1

Aegilops tauschii chromosome
1Ds prolamin gene locus

82

5e-07

JX295577.2

N28

380

Hordeum vulgare glucan
synthase-like 7 (GSL7), mRNA

99

3e-126

FJ853605.1

Triticum aestivum chromosome
3B, genomic scaffold, cv.
Chinese Spring

92

le-111

HG670306.1
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21 lentelés tesinys

N29

370

1

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1001D09

99

3e-151

AK353580.1

PREDICTED: Oryza
brachyantha cystathionine
gamma-synthase, chloroplastic-
like, misc_ RNA

93

4e-80

XR_423359.1

PREDICTED: Brachypodium
distachyon chloroplastic-like
cystathionine gamma-synthase,
mRNA

85

1e-93

XM_003557784.1

N30

290

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1014002

99

le-82

AK355026.1

Triticum aestivum cDNA, clone:
SET1_P17, cv. Chinese Spring

86

4e-45

AK333080.1

N31

290

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2141106

99

2e-87

AK371791.1

Triticum aestivum clone
wrl.pk0079.d1:fis, nRNA

89

3e-59

BT009497.1

N32

260

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv1014002

100

5e-88

AK355026.1

PREDICTED: Cucumis sativus
calcium-dependent protein kinase
7-like

87

4,5

XM_004163242.1

Triticum aestivum cDNA, clone:
SET1_P17, cv. Chinese Spring

86

4e-51

AK333080.1

N34

160

Hordeum vulgare mRNA for
germin-like protein 1

100

0,010

Y15962.1

Triticum turgidum subsp. durum
Pm3 locus

88

8e-04

AY146587.2

N35

160

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2107J18

96

2e-24

AK370252.1

Saccharum hybrid cv. ROC22
ubiquitin-conjugating enzyme
(UBc E2) mRNA

89

4e-07

KJ577594.1

Zea mays clone 9808, mMRNA

88

le-13

DQ244636.1

PREDICTED: Brachypodium
distachyon ubiquitin-conjugating
enzyme E2 28-like, mMRNA

88

2e-05

XM_003580724.1

Sorghum bicolor hypothetical
protein, MRNA

87

2e-05

XM_002448680.1

N36

340

Hordeum vulgare subsp. vulgare
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2111F15

100

8e-99

AK370475.1

PREDICTED: Cucumis sativus
probable serine/threonine-protein
kinase WNK2-like, mRNA

100

15

XM_004152522.1

Triticum aestivum chromosome
3B, genomic scaffold, cv.
Chinese Spring

97

le-39

HG670306.1

95




21 lentelés tesinys

N38 290 ! Trichophyton rubrum CBS 86 0,34 XM_003235554.1
118892 imidazole glycerol
phosphate synthase, mMRNA

PREDICTED: Brachypodium 91 4e-06 XM_003563992.2
distachyon serine/threonine-
protein kinase EDR1-like,
mRNA

N39 350 1 Triticum aestivum cv. Diamant2 97 5e-07 HQ130483.2
Vrn-Bl-a allele

Triticum carthlicum genotype PI | 97 5e-07 JN817430.1
94749 retrotransposon VRN; and
VRN-B1 gene

Triticum aestivum 5- 97 5e-07 JF683316.1
methylcytosine DNA glycosylase
(DME-5A) gene

Hordeum vulgare subsp. vulgare | 97 5e-07 AK366118.1
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv2040H08

Triticum aestivum ABI3- 97 5e-07 FJ643533.1
interacting protein 2-1 protein
(AIP2-2) gene

Aegilops tauschii clone 10 97 3e-04 AY674984.1
retroposon Au element
Triticum aestivum strain CRB- 92 3e-04 EF109232.1

INRA-CFD-13471 malate
dehydrogenase (Mdh4B) gene

N40 300 1 Hordeum vulgare subsp. vulgare | 100 Te-67 AK376730.1
mRNA for predicted protein,
clone: NIASHv3134B06

Brachypodium distachyon 86 0,002 AK437941.1
mRNA, clone: PL016C01-A-

089_109

PREDICTED: Brachypodium 86 0,002 XM_003557639.1

distachyon 60S ribosomal protein
L13a-4-like, transcript variant 2,
mRNA

N41 320 1 Hordeum vulgare subsp. vulgare | 94 le-78 AB678347.1
Lks2 gene for putative short
internodes family transcription
factor

Hordeum vulgare subsp. vulgare | 86 5e-57 AY661558.1
elFAE gene locus

Hordeum vulgare vrsl locus; and | 85 2e-55 EF067844.1
Hox1 gene

N42 150 1 Solanum lycopersicum 91 0,54 HG975519.1
chromosome 7

Trifolium pratense genome 93 0,84 LN846350.1
assembly redclover, chromosome
2

"Fragmento raiskos statusas: 1 — raidka padidéjusi, | — raiSka sumazéjusi (lyginant su
WT)

Atlikus diferencinés raiSkos cDNR fragmenty sekos analiz¢ nustatyta, jog
kelios panasaus dydZzio cDNR fragmenty poros (N1 ir N17, N3 ir N4, N6 ir N7),

gautos naudojant tg pacig pradmeny kombinacija, yra beveik identiSkos sekds nuo
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tos pacios mRNR matricos susintetinti atvirkStinés transkripcijos produktai, kurie
del denatiiruojanciy salygy didelés skyros (6 %) PAA gelyje yra matomi kaip
greta vienas kito esané¢iy fragmenty populiacija. Tokie nepriklausomai sekvenuoti,
bet tai paciai mRNR atstovaujantys cDNR fragmentai 21 lenteléje pateikiami
kartu. Kai kuriems cDNR fragmentams surasty homology E reikSmés, rodancios
tikimybe, jog paieSkos rezultatai yra gauti dél atsitiktinio sekos sutapimo ir
leidziancios jvertinti foninj ,,triukSma”, yra santykinai didelés (didesnés nei 0,01),
taciau santykinai dideli E reik§més jverciai yra buidingi neilgoms sekoms, o0 biitent
tokios yra kai kurios diferencinio vaizdinimo metodu musy gautos sekos.

Didel¢ dalis diferencinio vaizdinimo metodu nustatyty diferencinés raiskos
cDNR fragmenty buvo homologiski jvairioms Hordeum vulgare subsp. vulgare
sekoms, daugelis kuriy yra neanotuotos funkcijos mRNR, cDNR ar DNR sekos.
Kita dalis diferencinés raiskos c¢cDNR fragmenty (i viso deSimt) buvo
homologiski jvairiy mieziams filogenetiskai artimy migliniy augaly sekoms
(Aegilops, Brachypodium, Oryza, Triticum, Zea). Tik keturi diferencinés raiskos
cDNR fragmentai buvo homologiski anotuotos funkcijos baltymus koduojantiems
miezio genams: tai fragmentai N3/N4 (homologiskas BCI-5 (angl. Barley
chemically-induced 5) genui), N19 (homologiskas IDS4/ERF (angl. putative iron-
deficiency specific 4/putative ethylene responsive factor) genui), N28
(homologiskas GSL7 (angl. glucan synthase-like 7) genui) ir N34 (homologiskas
GLP1 (angl. germin-like protein 1) genui). N41 fragmentas buvo homologiskas
net trims anotuotos funkcijos miezio genams — Lks2 (angl. Short awn 2), Vrsl
(angl. Six-rowed spike 1) ir elF4E (angl. Translation initiation factor 4E). Taip
pat buvo identifikuoti keturi cDNR fragmentai (du fragmentai, kuriy raiska,
palyginti su WT, Hv-tw, mutante yra padidéjusi (N24, N42) ir du fragmentai,
kuriy rai$ka Siame Siame mutante sumazéjusi (N1/17, N38)), kurie DDBJ, EMBL
ir GenBank duomeny bazése nebuvo homologiski nei vienai uzregistruotai miezio
sekai. Sie keturi cDNR fragmentai bus uZregistruoti GenBank duomeny bazéje

kaip naujos mieZio genomui atstovaujancios sekos.
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Deél pleiotropinés Hv-tw, mutanto prigimties bei dél Sio tipo mutacijy
indukuojamo paveldimos formos fenotipo nestabilumo dvigubuose mutantuose,
labiausiai domino tie pakitusios raiSkos (palyginti su WT) Hv-tw, mutanto genai,
kurie gali biiti susije su kity geny raiSkos/veiklos reguliacija — tai jvairiis
transkripcijos veiksniai, chromatino fizinj buvj kei¢iancius baltymus koduojantys
genai, jvairts raidos genai, fitohormony (ypac¢ etileno ir auksino) signaliniy keliy
ir/arba atsako genai.

Analizé parodé, jog keletas diferencinés raiskos cDNR fragmenty yra
homologiski genams, dalyvaujantiems chromatino pertvarkoje. Vienas i§ tokiy
cDNR fragmenty yra N1/17, i§ dalies homologiskas vairenio EMF1 (angl.
Embryonic flower 1) genui. EMF1 baltymas yra transkripcijos reguliatorius,
reguliuojantis vegetatyvinio augimo trukmeg, ir yra vienas i$ svarbiausiy vairenio
zydéjimo represoriy. EMF1 yra gyviny PRC1 (angl. Polycomb repressive
complex 1) funkcinis atitikmuo (Derkacheva ir Henning, 2014; Wang ir kt., 2014)
ir, nors Sis vairenio baltymas néra homologiskas jokiems zinomiems Polycomb
grupés (PcG) baltymams, augaluose jis dalyvauja nuo PcG priklausan¢iame geny
raiskos slopinime (Calonje ir kt., 2008). Vairenio EMF1 baltymas slopina
zydéjima tiesiogiai sgveikaudamas su tokiais ziedo organy tapatumo genais, kaip
AG, AP3 ir PI (Calonje ir kt., 2008; Kim ir kt., 2010; Pu ir kt., 2013), taciau
nustatyta, kad EMF1 dalyvauja ir daugelio kity vairenio geny, tarp kuriy yra ir kai
kuriy fitohormony biosintezés bei atsako genai, slopinime (Moon ir kt., 2003; Kim
ir kt., 2010; Pu ir kt., 2013). Vairenio emfl mutantams budingas sutrikes
vegetatyvinio/generatyvinio vystymosi balansas — emfl mutacija lemia ankstyva
vairenio daigo vegetatyvinés fazés peréjima j generatyving bei gemalo meristemos
transformacija i§ nedeterminuotos biiklés | determinuotg. Dél to emfl mutanty
ziedynuose susidaro vos vienas ar keli vainiklapiy neturintys Zziedai, o $is
mutantinis fenotipas gali buti ,,gelbéjamas” sumazinus Ziedo organy tapatumo
AGAMOUS (AG) geno aktyvuma (Sanchez ir kt., 2009). Parodyta, jog emfl
mutantuose yra padidéjusi KNOX seimos geny KNAT1,3,4,7 raiska (Kim ir kt.,
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2010). Neseniai vairenio EMF1 geno ortologas DFO1 (angl. DEFORMED
FLORAL ORGAN 1) buvo nustatytas ir ryziuose (Zheng ir kt., 2015).

cDNR fragmentas N3/N4 yra homologiskas miezio BCI-5 genui, kurj
indukuoja cheminiai imuniteto induktoriai, bet jo funkcija neiSaiskinta (Beler ir
kt., 2000).

Fragmentas N19 yra homologiskas miezio IDS4/ERF (Iron-Deficiency
Specific protein 4) genui, dalyvaujanc¢iam tiek raidos (dél sgsajos su etilenu), tiek
metaboliniuose procesuose (gelezies jsisavinime). IDS4 geno koduojamas
baltymas turi SPX domeng (akronimas i§ SYG1, Pho81 ir XPR1 baltymy), o §j
domeng turintys vairenio bei ryzio baltymai dalyvauja neorganinio fosforo
homeostazéje (Duan ir kt., 2008)

N20 cDNR fragmentas yra homologiskas anotuotos funkcijos Brachypodium
distachyon PHD (angl. Plant homeodomain) domeng turin¢iam ALFIN-LIKES-
LIKE baltymui (21 lentelé). PHD motyvas sutinkamas daugelyje su chromatinu
sgveikaujanciy augaly reguliaciniy baltymy, uZtikrinan¢iy geny raiskos reguliacija
transkripcijos lygmenyje (Sanchez ir Zhou, 2011).

Diferencinés raiSkos N28 ir N34 cDNR fragmentai yra homologiski
atitinkamai GSL7 (Glucan Synthase-like 7) ir GLP1 (Germin-like protein 1)
miezio genams. GSL grupés baltymai dalyvauja kaliozés sintezéje, kuri vyksta
tiek jvairiais augalo raidos momentais, tiek ir atsako i biotinj ir abiotin] stresg
metu (Chen ir Kim, 2009). Ryzio OsGLP1 baltymas pasizymi superoksido
dismutazés (SOD) aktyvumu, todél dalyvauja atsake j oksidacinj stresg, kuris yra
viena i$ svarbiausiy biotinio ir abiotinio streso pasekmiy (Banerjee ir Maiti, 2010).

Fragmentas N39 yra homologiskas net kelioms anotuotos funkcijos
Triticum ir Siai genciai filogenetiskai artimos ruisies Aegilops tauschii sekoms:
Vrn-B1 genui, Vrn-B1 retrotranspozonui, 5mC DNR glikozilazei (DEMETER-
5A), AIP2-2 (ABI3-interacting protein 2-2) ir Mdh4B (Malate dehydrogenase 4B)
genams bei retropozoniniam Au elementui. Visi Sie genai dalyvauja labai

skirtinguose augalo procesuose, taciau Visus juos vienija didesnis ar mazesnis
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homologiskumas Au judriajam genomo elementui, kurio sekos j minétus genus
jsiterpé vykstant genomo evoliucijai. Au elementas pirmg kartg buvo nustatytas
Aegilops umbellulata riisyje, nuo kurios ir kilo Sio retrotranspozono pavadinimas
(Yasui ir kt., 2001). Sio SINE (angl. Short interspersed nuclear element) tipo
retrotranspozono variantai yra placiai paplite jvairiose Solanaceae, Fabaceae ir
Poaceae Seimos riiSyse, nors ryZio genome S§io tipo retrotranspozony nerasta
(Fawcett ir kt., 2006; Ben-David ir kt., 2013).

N41 cDNR fragmentas yra homologiskas net trims skirtingoms anotuotos
funkcijos miezio baltymus koduojanc¢ioms sekoms — Lks2 (Short awn 2), elFAE
(Translation initiation factor 4E) ir vrsl/Hox1 (Six-rowed spike 1) genams.
Miezio Lks2 genas koduoja transkripcijos veiksnj, kurio raiska yra intensyviausia
akuotuose ir piestelése. Manoma, jog besivystanciuose 1ks2 mutanty akuotuose
atsiranda auksino koncentracijos pokyciy, sukelianciy lasteliy dalinimosi grei¢io
sumazéjima, dél kurio vystosi trumpi akuotai (Yuo et al., 2012). Kitas fragmentui
N41 homologiskas genas koduoja elF4E transliacijos iniciacijos veiksnj,
dalyvaujant;j ir su transliacija nesusijuose procesuose (Rhoads, 2009), pavyzdziui,
kai kuriy Sio geno aleliy koduojami produktai svarbiis miezio bei kity riisiy augaly
atsparumui prie$ kai kuriuos virusus atsirasti (Stein ir kt., 2005; Perovic ir kt.,
2014). Treciasis ¢cDNR fragmentui homologiskas Vrsl/Hox1 genas koduoja
homeodomeng turintj transkripcijos veiksnj, atsakingg uz miezio Soninés varpuéiy
eilés vystymasi. Dominuojanciojo Vrsl alelio raiska vyksta besivystancio ziedyno
(sudétinés varpos) Soniniy varpuciy uZuomagose, stabdydama pastaryjy vystymasi
ir taip sukeldama dvieiliy varpy susidaryma. Recesyviosios vrsl mutacijos sukelia

v e

Sesiaeiliy varpy vystymasi (Komatsuda ir kt., 2007).
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IV. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nestabilumo sasajos su auksino
funkcijos sutrikimais

Paveldimas fenotipo nestabilumas, daugelyje Hv-tw,;Hd ir kity miezio
dviguby mutanty karty pasireiskes ziedo/ziedyno raidos variacijomis bei naujy,
téviniams viengubiems mutantams nebiidingy pozymiy atsiradimu, buvo netikétas
ir intriguojantis reiSkinys. Miezio BKn3 geno dviejy reguliaciniy regiony,
apimanciy savitas 20 bp ir 33 bp ilgio insercijas ir leidzian¢iy diferencijuoti
atskirus §io geno alelius (I-1lla, b ir ¢) (Badr ir kt., 2000), sekvenavimo rezultatai
parodé, jog visi tirti Hv-Hooded/Kapl tipo viengubi ir dvigubi mutantai turi
vienodus molekulinius zymenis, badingus Ilic (K) aleliui, o WT ir Hv-tw,
mutantui biidingas europinis I tipo BKn3 alelis. Tai rodo, kad nepaisant radikaliy
fenotipo skirtumy, visi ektopines ziedo pavidalo iSaugas formuojantys Hv-Hd tipo
viengubi ir dvigubi mutantai turi identiskg BKn3 Illc alelj, o jy paveldima
ziedo/ziedyno fenotipo variacija nesusijusi su dviejy pagrindiniy BKn3 geno
reguliaciniy sri¢iy — Serdinio promotoriaus ir IV (reguliacinio) introno — sekos
variacija.

Fenotipo nestabilumo modifikavimo sintetiniu auksinu 2,4-D ir auksino
inhibitoriais PCIB bei HFCA tyrimai yra aktualts ir nauji, nes auksino disbalansas
kaip fenotipo nestabilumo priezastis iki Siol nebuvo aprasytas. Auksiny transporto
ir akumuliacijos pokyciai daZniausiai tiriami pasinaudojant cheminiais auksiny
inhibitoriais (tiek polinio auksiny transporto blokatoriais, tiek auksino
antimetabolitais) arba specifinémis geny mutacijomis, ta¢iau duomeny apie
vienaskil¢iy augaly auksiny signalinés sistemos geny funkcing analiz¢ praktiskai
néra (Gallavotti, 2013). Todé¢l savo tyrimuose nagrinéjame auksiny inhibitoriy ir

sintetinio auksino 2,4-D poveikj miezio pagrindinio/ektopinio ziedo ir ziedyno

101



struktiiros variacijai bei §iy medziagy sukelta dalinj Ziedo/Ziedyno fenotipo
atsistatymo reiSkinj.

Misy prielaida, kad dviguby mutanty linijy fenotipo nestabilumas gali biti
susijes su sutrikusiu auksino metabolizmu ir/arba pasiskirstymu, remiasi dviguby
mutanty ilgy, varpuciy neformuojanciy varpos segmenty panasumu j vairenio ir
kukurizo auksino transporto mutanty smeigtuko (angl. pin) pavidalo ziedyny
fenotipg (McSteen ir kt., 2007; Morita ir Kyozuka, 2007; Gallavotti, 2013). Be to,
zinoma, kad vairenio LEAFY genas, kurio mutanty fenotipas primena miezio
dviguby Hv-tw,;Hd mutanty j lapus/stiebus panasias ektopines struktiiras varpose,
promotoriaus regione turi auksino atsako cis-elementus ARF (angl. Auxin
Response Factor) (Bai ir DeMason, 2008). Sia prielaida patvirtina (1) po poveikio
2,4-D reikSmingai sumazgéjes ilgus ir trumpus ,,trikius® turin¢iy varpy daznis, (2)
2,4-D sukelta dalin¢ pagrindinio ziedo struktiros normalizacija ir (3) auksino
inhibitoriy HFCA ir PCIB poveikis dviguby mutanty ektopinio ziedo struktiirai.
Be to, 2,4-D, HFCA ir PCIB poveikis buvo didesnis ektopinio ziedo spektro
frakcijoms, kuriose iSsivyste abiejy tipy reprodukciniai organai (kuokeliai ir
piestelés).

Nustatyta, kad KNOX I klasés BKn3 geno, kurio mutacijos sukelia Hv-Hd
fenotipg (Miiller ir kt., 1995), koduojamas baltymas sgveikauja su auksinu
(Woodward ir Bartel, 2005; Tabata ir kt., 2010; Rast ir Simon, 2012) ir kartu su
auksino signalinio kelio geny produktais ziedo meristemoje formuoja raidos
kompleksus (modulius) (Hay ir Tsiantis, 2010). Mes i8kéléme prielaida, kad tokiy
raidos moduliy sutrikdymas, kaip ir ektopiniy auksino koncentracijos maksimumy
(Krizek, 2011) ir auksino koncentracijos gradiento (Benkova ir kt., 2003; Tanaka
ir kt, 2006) atsiradimas, gali lemti paveldimg miezio dviguby mutanty
ziedo/ziedyno fenotipo nestabiluma. Sia priclaida taip pat paremia ir
transgeniniuose mieziuose, ekspresuojanciuose kukuriizo Zm-Knl gena
(Williams-Carrier ir kt., 1997) bei kukurtizo Zm-semaphorel mutantuose, kuriems

budinga sutrikusi auksino ir Knl geno sgveika (Scanlon ir kt., 2002), aprasyti
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pleiotropinio pobuidzio reiskiniai. Be to, akuoty transformacija j ektopinius ziedo
darinius pati savaime gali turéti jtakos fenotipo nestabilumui, nes akuotas yra
pagrindinis varpos fotosintezés organas (Abebe ir kt., 2009), o fotosintezé yra
vienas i§ svarbiausiy jvairiuose augalo gyvybiniuose procesuose dalyvaujanciy
geny reguliatoriy.

Auksino inhibitoriy HFCA ir PCIB sukeliami jvairaus pobtdzio fenotipo
normalizacijos reiSkiniai rodo, jog dviguby mutanty fenotipo nestabilumas yra
susijes su lokalia ektopine auksino hiperakumuliacija ir naujy ektopiniy auksino
koncentracijos maksimumy spontaniniu susidarymu. Sia iSvada paremia ir
prieSingas 2,4-D poveikis normalios struktiiros pagrindinio Ziedo daZniui. Yra
zinoma, kad auksino inhibitoriai augalams dazniausiai sukelia auksino kelio
mutacijy fenokopijas (Morita ir Kyozuka, 2007; Krizek, 2011; Gallavotti, 2013), o
prieSingas efektas — auksino inhibitoriy sukeliamas mutantinio fenotipo
,»gelbéjimas® (postimis normalios raidos link) — yra gana retas reiskinys (Morita ir
Kyozuka, 2007; Staldal ir kt., 2008). D¢l Sios priezasties miezi0 homeoziniy
dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nestabilumas yra iSskirtinis ir patogus
modelis tolimesniems ektopiniy auksino koncentracijos maksimumy susidarymo
pasekmiy ir galimy jo veikimo mechanizmy tyrimams plétoti. Nustatyti auksino
koncentracijg besivystanciuose ziedo organuose yra sudétinga (Krizek, 2011),
todél miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty fenotipo nestabilumo reiskinys gali
pasitarnauti siekiant atskleisti Ziedo organy iniciacijos zonose vykstanéiy procesy
mechanizmus.

Specifinis 2,4-D poveikis varpos architekturai (Hv-tw, mutanto trumpiems
Htrikiams® bei dviguby Hv-tw,;Hd mutanty ilgiems ,.trikiams®) ir auksino
inhibitoriy HFCA bei PCIB poveikis zZiedams su abiejy ly¢iy reprodukciniais
organais rodo, kad ziedo/ziedyno raidos procesy reguliavime galimai dalyvauja
jvairiis raidos moduliai, kuriy veikimg jtakoja konkreciose Zziedyno/ziedyno

Iastelése esantis skirtingas auksino balansas. Sie rezultatai taip pat gali paaiskinti,
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kodél skirtinguose dvigubuose mutantuose stebima didelé atskirty fenotipiskali
nestabiliy poZymiy variacija.

Fenotipo nestabilumo sukelta variacija ypac ryskiai pasireiské ektopiniuose
zieduose. Reprodukciniy organy vystymuisi treciajame ir Ketvirtajame ziedo
ratuose bitina B ir C klasiy Ziedo organy identiteto geny ekspresija, taigi tikétina,
jog dvigubuose miezi0 mutantuose vyksta B/C klasiy Ziedo raidos geny
hiperekspresija, o toks sutrikdymas gali bati nulemtas lokaliy ektopiniy auksino
sankaupy atsiradimo. Galiausiai, visos Sios aplinkybés organy iniciacijos metu
gali sukelti jvairias fenotipo variacijas. Tai, kad nestabiliai fenotipo variacijai
atsirasti yra svarbios skirtingy reguliaciniy moduliy ir auksino atsako keliy
sgveikos, rodo ir Siame darbe aprasyti auksino inhibitoriy poveikio meristeminéms
kaliaus lasteléms bei ziedo struktiirai skirtumai, nustatyti tarp WT augaly (
‘Auksiniai I’ veislés) ir Hv-tw, mutanto.

Taip pat pazymétinas ir didelis dviguby mutanty linijy atsako j 2,4-D ir
auksino inhibitorius polimorfiskumas, kuris, kaip ir 2,4-D poveikis Hv-tw,
mutanto ir kai kuriy dviguby mutanty trumpiems varpy ,.trikiams®, reikalauja
detalesniy tyrimy. Gali baiti, kad minéti skirtumai tarp miezio dviguby mutanty
linijy (ypac tarp ty, kurias vienija bendra kilmé) yra nulemti dél segregacijos
atsiradusio skirtingo genetinio konteksto (fono), kadangi panasi situacija buvo
aprasyta ir tiriant kukurizo jvaisines linijas, kuriose knl geno penetrantiskumas
esmingai priklausé nuo genetinio fono (Vollbrecht ir kt., 2000). Daugeliu tyrimy
parodyta, jog auksino veikimas augale yra pleiotropinis ir pasireiskia daugelyje
augalo augimo bei vystymosi procesy (Woodward ir Bartel, 2005; Vanneste ir
Friml, 2009; Sauer ir kt., 2013). Vienguby ir dviguby mutanty turimas skirtingas
genetinis fonas gali turéti jtakos pleiotropiniam auksino veikimui dél atsitiktinai
atsirandanciy auksino koncentracijos nukrypimy — lokalaus ektopinio auksino
nepritekliaus ar pertekliaus. Be to, parodyta, kad egzistuoja ir nattirali auksino
atsako variacija tarp skirtingy tos pacios rusies acesijy augaly (Delker ir kt., 2010;

Laskowski, 2013). Genetinio fono reik§mé jrodyta ir iStyrus etileno Saltinio
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etefono poveikj toms pacioms dviguby mutanty linijoms, kaip ir auksino
inhibitoriy ir 2,4-D tyrimuose.

Hv-tweaky tipo mutacijy sgsaja su auksino biosintezés ir/arba pasiskirstymo
sutrikimu akivaizdziai rodo ir 2,4-D indukuojamos specifinés varpy morfozés
laukinio tipo augaluose, kurios yra Hv-tweaky tipo mutacijy fenokopijos. Kadangi
nei vienas tirtas auksino inhibitorius (auksino polinio transporto inhibitorius
HFCA ir auksino antagonistas PCIB) analogisko tipo morfoziy WT augalams
neindukavo, galima manyti, jog Hv-tweaky tipo mutacijos yra susijusios ne su
auksino polinio transporto sutrikimais, o su lokalia auksino hiperakumuliacija (t.y.
su intensyvesne §io fitohormono biosinteze) atskiruose varpos segmentuose. Kita
vertus, tokia prielaidg i$ dalies pagrindzia ir vairenio auksino fiziologijos mutanty
ziedo/ziedyno struktiiros nukrypimai, primenantys Hv-tweaky tipo mutanty ziedo
strukttros: viengubiems, dvigubiems ir trigubiems vairenio auksino biosintezés,
transporto ir signalinio kelio mutantams budingi jvairts zydéjimo sutrikimai, i$
kuriy charakteringiausi yra Zziedo organy skaiCiaus, iSsidéstymo ir piestelés
morfologijos nukrypimai (Krizek, 2011). Kai kuriuose vairenio dvigubuose
mutantuose buvo nustatyta ne tik ziedo organy skai¢iaus/pozicijos variacija, bet ir
homeozinés prigimties pokyc¢iy (organy transformacijy), kurie rodo auksino
svarbg ziedo organy identiteto geny pasireiSkimui (Krizek, 2009; Krizek, 2011).
Tokie ziedo organy skaiCiaus pokyciai taip pat biidingi ir visiems tirtiems Hv-
tweaky tipo mutantams, o daliai jy (originaliems VU Botanikos ir genetikos
katedroje gautiems Hv-tweaky spike tipo aleliniams mutantams) btdingos ir
nefiksuotos lodikuliy homeozés.

Dviguby  mutanty  ektopiniy  iSaugy,  iSsivysCiusiy  apatinio
ziedazvynio/akuoto pereinamojoje zonoje bei ant akuoty, tyrimai leido padaryti
keletg jzvalgy: (1) mieZio vienguby ir dviguby mutanty varpose bei Zziedo
meristemose vyksta auksino persiskirstymas, kai ektopinio auksino koncentracijos
maksimumo susidarymas vienoje Iastel¢je-pradininkéje sukelia auksino
nepritekliy gretimoje lasteléje-pradininkéje; (2) deél auksino persiskirstymo
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skirtingose lastelése susidaro skirtingi geny, atsakingy uz ziedo organy vystymasi,
produkty kiekiai, nulemiantys jvairios struktiiros ir iSsivystymo laipsnio ektopiniy
1Saugy vystymasi. Remiantis tyrimy metu stebéty ektopiniy iSaugy morfologine
jvairove, galima iSskirti tokias Ziedo raidos kryptis (trendus): nezymios ektopinés
iSaugos ant akuoty — vamzdelio pavidalo struktiiros (neinvertuotoje/invertuotoje
padétyje) — jvairios 1 ziedus panaSios struktiros — Ziedai su steriliais
reprodukciniais organais. Tikétina, jog tuo paciu metu biisimy ,,sparny® vietoje
atsiranda Kiti organizuojantieji centrai, lemiantys kitus raidos sutrikimus: ,,sparny*
pailgéjima — ,,sparny‘ transformacijg j akuotus primenancias struktiiras. [vairiis
varpos vystymosi sutrikimai, jskaitant j lapus/paziedes panaSias struktiiras, leidZia
iSskirti ir kitas raidos kryptis (trendus), taigi fenotipiskai nestabiliis miezio dvigubi
mutantai yra patogi genetiné¢ sistema geny reguliaciniams moduliams ir

ziedo/ziedyno raidos désningumames tirti.

4.2. Galimas epigenetiniy procesy vaidmuo dviguby mutanty fenotipo
nestabilumui atsirasti

Padidéjes kai kuriy mutanty kaliaus augimas po poveikio histony
deacetilaziy inhibitoriumi HC toksinu bei skirtingas vienguby ir dviguby mutanty
atsakas j $j toksing rodo, jog nestabilios fenotipo variacijos taip pat gali biiti
susijusios ir su epigenetiniais veiksniais. Be to, galimg epigenetiniy procesy
svarbg ziedo/ziedyno fenotipo variacijy atsiradimui rodo ir kai kuriy diferencinio
vaizdinimo metodu nustatyty cDNR fragmenty, homologisky chromatino
pertvarkos baltymams, pakitusi raiska Hv-tw, mutante, kuris yra fenotipo
nestabilumo, dviguby mutanty varpose pasireiskianc¢io ektopiniy dariniy
susidarymu, paleidiklis (trigeris). Panasaus pobudzio, tik siauresnio spektro
ziedo/ziedyno fenotipo pokytis, vadinamoji Ziedo/ziedyno reversija (grjizimas j
ankstesne vystymosi fazg), biidinga ir vairenio dvigubiems mutantams, kuriuose i$

dalies arba visiskai nuslopintas PRC2 (angl. Polycomb repressive complex 2)
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komplekso, dalyvaujancio epigenetiniame ziedyno ir ziedo meristemy tapatumo
palaikyme po Zydéjimo indukcijos, funkcionavimas. Be ektopinio paziedziy
vystymosi, vairenio PRC2 baltymy mutantams taip pat buvo buidingos ir kitokios
vystymosi anomalijos, jskaitant jvairias Ziedo organy homeozines transformacijas
ir ziedo organy skaiciaus padidéjima (Miller-Xing ir kt., 2014). PanasSios raidos
anomalijos (tiek ziedo/Ziedyno reversijos, tiek homeozinés lodikuliy
transformacijos j reprodukcinius organus) yra bidingos ir misy tirtiems
dvigubiems miezio mutantams, kuriy minétus fenotipo nukrypimus indukuoja
biitent Hv-tw, mutacija. Preliminariis geny raiskos pokyciy tyrimy rezultatai
parodé galimai sumazéjusig vairenio EMF1 genui homologisko N1/17 fragmento
raiska Hv-tw, mutante, taigi gali buti, jog Hv-tweaky tipo mutacijg turinéiy
dviguby mutanty linijy fenotipo nestabilumas bent jau i§ dalies gali biti susijes su
epigenetiniy procesy sutrikimais.

Nepaisant neabejotinos Pc-G baltymy reiksmés zZiedo/ziedyno reversijoms
atsirasti, daugeliu atvejy reversijas sukelia mutacijos genuose, koduojan¢iuose
MADS superseimai priklausancius transkripcijos veiksnius (Yu ir kt., 2004,
Tooke ir kt., 2005; Fornara ir kt., 2008; Liu ir kt., 2009; Wang ir kt., 2010Db).
Maisy atliktos preliminarios skirtingo raiskos statuso geny paieskos metu buvo
nustatytas cDNR fragmentas N39, kuris buvo homologiskas keliems anotuotos
funkcijos kviecio baltymams, i§ kuriy labiausiai su MADS grupés transkripcijos
veiksniais yra susijes VRN-B1 genas. Sis kvie¢io vernalizacijos genas yra vairenio
AP1l ir FUL geny ortologas, kartu dalyvaujantis ir ziedo organy identiteto
nustatyme (Distelfeld ir kt., 2009; Trevaskis, 2010; Kobayashi ir kt., 2012), o jo
raiska vyksta visuose besivystandiuose Ziedo organuose (Kinjo ir kt., 2012). Sio
geno koduojamas baltymas jungiasi su daugiau nei puse tikstancio genomo
reguliaciniy seky, dalis kuriy yra susijusios su zyd¢jimo indukcija, atsparumu
SalCiui, varpos architektiira ir jvairiy fitohormony metabolizmu (Deng ir Kkt.,

2015).
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Pazymétina ir stipri jvairiy augaly raSiy ziedo/ziedyno reversijos
priklausomybé nuo aplinkos salygy — temperatiros, fotoperiodizmo, drégmés
rezimo (Tooke ir kt., 2005), dél kurios nattraliomis sglygomis gali atsirasti
ziedo/ziedyno reversijy penetrantiSkumo variacija (Asbe ir kt., 2015). Didele
miezi0 mutanty ektopiniy Ziedo/ziedyno struktiiry raidos priklausomybe nuo
aplinkos veiksniy patvirtina ir miisy ilgameciai tyrimai — skirtingais metais ir netgi
tais paciais metais Siltnamio ir lauko sglygomis atlikty tyrimy rezultatai neretai yra

sunkiai sulyginami.

4.3. Etileno reik§mé Hv-Hooded/Kapl tipo mutacijos pasireiskimui

Nors etileno vaidmuo jvairiems augaly fiziologiniams procesams ir
vystymuisi zinomas ir tiriamas jau pusantro §imto mety (Chaves ir Mello-Farias,
2006), sio fitohormono vaidmuo ziedo organogenezéje, ypac varpiniy augaly, iki
Siol néra visiskai isaiskintas (Ogawa ir kt., 2007; Lin ir kt., 2009; Chandler, 2011).
Siame darbe buvo iStirtas etileno poveikis skirtingais Ziedo/ziedyno raidos
sutrikimais pasizymin¢iy Hv-Hooded/Kapl tipo ir Hv-tweaky spike tipo mutanty
bei hibridizacijos keliu i$ jy gauty dviguby mutanty ziedyno ir Ziedo raidai.

Etileno poveikis tirtiems genotipams buvo buvo specifinis keliais aspektais.
Visy pirma, etileno poveikis pasireiské tik Hv-Hooded/Kapl fenotipo (jvairiy
ektopiniy dariniy, susidaranciy apatinio Ziedazvynio/akuoto pereinamojoje
zonoje) modifikacijomis, nors tyrimuose naudoti viengubi ir dvigubi mutantai
buvo skirtingos kilmeés (turé¢jo skirtingg genetinj fong) ir labai skyrési savo
fenotipu. Siuo atZvilgiu miisy gauti rezultatai, parode dalinj akuoto raidos
atsistatyma Hv-Hooded/Kapl tipo mutacijg turinéiy genotipy varpose, sutampa su
Osnato ir kt. (2010) gautais etileno poveikio Hooded/Kapl.a mutantui tyrimo
rezultatais. ReikSmingo etileno poveikio lodikuliy transformacijai, kuri yra
budinga Hv-tweaky spike tipo mutacijg turintiems genotipams, misy tyrimuose
nebuvo nustatyta, nors kai kuriems genotipams po poveikio etileno pirmtaku
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etefonu sumazéjo Ziedy su pakitusiu Ziedo reprodukciniy organy skai¢iumi (ZOS
frakcija) daznis.

Miezio Hv-Hooded/Kapl (K) mutacijos fenotipg nulemia tandeminé 305 bp
duplikacija miezio BKn3 geno IV introne, sukelianti ektoping Sio geno
hiperekspresija, dél kurios miezio apatinio Ziedazvynio distalinéje dalyje susidaro
naujos ektopinés meristemos, inicijuojancios ektopinio ziedo vystymasi (Miiller ir
kt., 1995). Parodyta, jog transgeniniame tabake miezio 305 bp monomero
jterpimas  geno zymeklio reguliacinius regionus indukavo §io geno raiska ziedo
pamatinéje dalyje, prieSingai nei geno zymeklio ir BKn3 geno promotoriaus
konstruktas, kurio raiSka apsiribojo stiebo apikaline meristema (Santi ir kt., 2003).
Be to, nustatyta, kad kukuriizo Knl geno jterpimas j tabaka ir ryzius padidina
citokinino, kuris yra etileno antagonistas, biosinteze (Kusaba ir kt.,, 1998;
Sakamoto ir kt., 2006). Nors etileno vaidmuo tokiuose transgeniniuose augaluose
néra iSaiSkintas, taciau jis yra visiSkai tikétinas, nes tokia sgsaja buvo parodyta
Kitose heterologinése sistemose (tarp jy ir vairenyje), kuriose KNOX/KNAT geny
hiperekspresijos sukeltas jvairias raidos anomalijas pavyko i§ dalies nuslopinti
egzogeniniu etilenu (Oh ir kt., 1997; Hamant ir kt., 2002; Chow ir McCourt 2004;
Soucek ir kt., 2007). Be to, miezio BKn3 geno IV intronas yra tiesiogiai susijes su
etileno atsaku, nes jame yra trys cis-clementai, sgveikaujantys su etileno
valdomais baltymais (Osnato ir kt., 2010). Dar vieno IV introne esancio Cis-
elemento, turin¢io (GA)g pasikartojima, su kuriuo sgveikauja BBR (angl. Barley B
Recombinant) baltymas, hiperekspresija heterologinéje tabako sistemoje sukelia
lapy morfologijos pakitimus (Santi ir kt., 2003). Neseniai parodyta, kad vairenio
GBP (angl. GAGA Binding Protein) baltymai, atpazjstantys GA pasikartojimy
turinCius Cis-elementus, tiesiogiai sgveikauja su SHOOT MERISTEMLESS (STM)
genu, kuris yra miezio BKn3 geno ortologas ir dalyvauja vairenio apikalinés
meristemos palaikyme bei skatina citokininy biosintez¢ (Simonini ir Kater, 2014).

Siy procesy reguliacijoje etilenas taip pat gali vaidinti svarby vaidmenj, kadangi
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KNOX/KNAT genams biidinga sinergistiné saveika su citokininu bei antagonistiné
sgveika su etilenu (Hamant ir kt., 2002).

Be to, daugelis migliniy Seimos augaly KNOX I klasés geny turi didelj
keliy kilobaziy ilgio introng, kuris yra miezio BKn3 geno IV introno ortologas ir
turi reguliaciniy cis-elementy, uztikrinanéiy audiniams specifing Siy geny raiska,
taCiau parodyta, kad mutacijos kvie€io WKnox1 geno didzigjame introne nesukelia
tokiy ryskiy fenotipo pokyCiy, kaip miezio BKn3 geno IV introne jvykusi
duplikacija (Takumi ir kt., 2000; Morimoto ir kt., 2005). Be to, miezio BKn3 geno
ortology hiperekspresija transgeniniuose kukurtizuose, ryziuose ir kvieciuose taip
pat lemia kitokj nei miezio Hv-Hooded/Kapl mutantinj fenotipa (Sinha ir kt.,
1993; Sentoku ir kt., 2000). Hv-Hd tipo mutacija buvo nustatyta ir kvietyje, o
geno, lemiancio §j kviecio fenotipa, homologija su miezio BKn3 genu siekia 96%
(Takumi ir kt., 2000), nors Sio pozymio ekspresyvumas kvieciuose yra zZenkliai
mazesnis nei mieziuose, Ir primena transgeniniuose mieziuose ekspresuojamo
kukurtizo Knl geno sukeliamg Hv-Hooded/Kapl fenotipg (Williams-Carrier ir kt.,
1997). Be to, parodyta, kad transgeninio tabako, transformuoto 35S::bkn3
konstruktu, lapy pavirSiuje susidaro j Gglius ir Ziedynus pana$is dariniai (Lin ir
Mdller, 2002; Muller ir kt., 2006), primenantys ektopines j lapus/stiebus panasias
struktiiras, susidaran¢ias miezio dviguby Hv-tw,;Hd mutanty varpose.

Nustatyta, kad KNOX/KNAT geny, jskaitant ir BKn3 geng, hiperekspresija
sukelia naujy audinius formuojanciy organizaciniy centry atsiradima, kuriuose
gali vykti lasteliy dalinimosi ir augimo pokyciy, atspindinc¢iy KNOX raidos
moduliy persiskirstymg priklausomai nuo naujo konteksto (Hay ir Tsiantis, 2010).
Nevienodos KNOX/KNAT geny hiperekspresijos arba nuslopinimo pasekmés
skirtingose augaly rasyse ir netgi skirtinguose genotipuose, gali buti siejamos su
skirtingais jvairiy KNOX/KNAT geny taikiniais, skirtingu KNOX geny raiskos
pobiidziu ir skirtingais ,,pasroviui” veikianCiais genais (Scanlon ir kt., 2002).

Pastarasis faktas gali paaiskinti skirtinga etefono poveiki viengubiems Hv-
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Hooded/Kapl.a (Colsess Il) (Hv-H), Hv-Lemma hooded (Hv-Lh) mutantams ir
bendros kilmés dviguby Hv-tw,;Hd mutanty linijoms.

Nors dviejy reguliaciniy BKn3 geno regiony sekvenavimo rezultatai
parodé, jog visi tyrimuose naudoti viengubi ir dvigubi mutantai turi BKn3 Illc (K)
tipo alelj, tyrimy metu buvo nustatyti akivaizdiis Hv-Hooded/Kapl mutacijos
pasireiskimo skirtumai tarp etefonu neveikty skirtingy Hv-Hd tipo mutanty bei
tarp skirtingy tos pacios kilmeés (i§ tos pacios kryZzminimo kombinacijos kilusiy)
dviguby mutanty linijy. Vienodesnis egzogeninio etileno poveikis buvo nustatytas
tik Hv-Lh mutantui ir i§ jo kilusioms dviguby Hv-tw,;Lh mutanty linijoms,
kurioms etilenas sukélé reik§mingg akuotg turinciy ziedy daznio padidéjima. Kity
tirty genotipy — Hv-H mutanto ir i$ jo kilusios dvigubo Hv-tw,;H mutanto linijos
N6 akuoto raidai etefono poveikis buvo nezymus. Radikalius skirtingy Hv-Hd tipo
Hv-H ir Hv-Lh mutanty fenotipo skirtumus galima paaiskinti ne tik skirtingu $iy
genotipy genetiniu fonu, bet ir galimais BKn3 geno sekos polimorfizmais miisy
netirtose $io geno srityse.

Dideli Hv-Hd mutacija turin¢iy vienguby ir dviguby mutanty fenotipo
skirtumai taip pat gali atsirasti ir dél geny modifikatoriy veikimo. Nustatyta, kad
miezio BKn3 genas gali sgveikauti su kitais TALE superSeimos genais (Muller ir
kt., 2001), be to, mutagenezés btidu buvo indukuoti ir identifikuoti bent penki
geny supresoriy lokusai, galintys slopinti Hv-Hooded/Kapl mutacijos
pasireiskima (Roig ir kt., 2004). Idomu, kad bent du i$ $iy geny supresoriy
sgveikauja su BKn3 genui nealeliniu mutantiniu Iks2 genu, lemian¢iu miezio
trumpy akuoty vystymasi, o Sios sgveikos rezultatas yra silpnas arba itin silpnas
Hv-Hooded/Kapl fenotipai, labai panasiis j dvigubo Hv-tw,;H mutanto linijos
N21 fenotipa. Be to, diferencinio vaizdinimo metodu Hv-tw, mutante mums
pavyko nustatyti padidéjusia Lks2 genui homologisko ¢cDNR fragmento N41
raiSka. Galiausiai, Roig ir kt. (2004) atlikti tyrimai atskleidé, jog kai kuriems Hv-

Hooded/Kapl geny supresoriy SUK mutantams taip pat buvo biuidingas fenotipo
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nestabilumas, primenantis miezio dvigubiems Hv-tw,;Hd mutantams btdinga
fenotipo variacija.

Epigenetiniai ir potranskripciniame lygmenyje veikiantys veiksniai taip pat
gali bati susije¢ su skirtingu etileno poveikiu tirtiems genotipams. Neseniai buvo
nustatyta, kad etileno biosintezés kontrol¢je dalyvauja savita miRNR (Kruszka ir
kt., 2014).

Etefono poveikis miezio viengubiems ir dvigubiems mutantams pasireiSké
keliais lygmenimis: egzogeninis etilenas padidino kai kuriy genotipy akuotus
turiniy ziedy daznj, kita vertus, etilenas daré poveiki kai kuriy genotipy
reprodukciniy organy vystymuisi ektopiniuose zieduose. Pastargjj etileno poveiki
pavyko aptikti tik j tyrimg jtraukus skirtingus viengubus ir dvigubus Hv-
Hooded/Kapl tipo mutantus. Kaip minéta, etileno sukeltas dalinis akuoty raidos
atsistatymas buvo nustatytas tik Hv-Lh mutantui ir i§ jo kilusioms dviguby
mutanty linijoms, tac¢iau nebuvo nustatytas Hv-H mutantui, kurj etileno poveikio
tyrimams naudojo ir Osnato ir kt. (2010). PrieSingai nei Hv-Lh mutanto ir i$ jo
kilusiy dviguby Hv-tw,;Lh mutanty akuoty raidai, etileno poveikis ektopiniy ziedy
reprodukciniy organy vystymuisi buvo akivaizdus ne tik Hv-H mutantui ir i§ jo
kilusiai dvigubo Hv-tw,;H mutanto linijai N6, kuriai budingas reprodukciniy
organy vystymasis ir be etileno poveikio, bet ir dvigubo Hv-tw,;Lh mutanto linijai
N1l (+), kurioje ektopiniai ziedai su reprodukciniais organais yra reti arba,
priklausomai nuo ekologiniy salygy, i§ viso nesusidaro.

Apibendrinant, Hv-Hooded/Kapl tipo mutacijos pasireiSkimas yra
tiesiogiai susijes su etileno atsaku, taciau Sios sgveikos mechanizmas néra visiskai
iSaiSkintas ir gali buti susijes su (1) BKn3 geno ir kity KNOX $eimos bei jai
nepriklausanéiy geny sgveikomis, susidarant naujiems reguliaciniams raidos
muduliams (Hay ir Tsiantis, 2010, (2) etileno ir citokinino bei kity fitohormony
sgveikomis (Hay ir Tsiantis, 2010; Bolduc ir kt., 2012; Guan ir kt., 2013), (3)
autoreguliaciniais, dazniausiai intronuose esanciais Cis-elementais (Tsuda ir kt.,

2011) arba (4) epigenetiniais veiksniais (Kruszka ir kt., 2014). Lyginant dviejy
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Hv-Hd mutanty, kuriy fenotipui Hv-Hooded/Kapl mutacijos pasekmés labai
skiriasi, tyrimy rezultatus galima daryti prielaidg, kad Siy mutanty etileno atsake
galimai dalyvauja genai, reguliuojantys mutantinio BKn3 geno raiska. Siuo metu
yra nustatyta keletas BKn3 geno raiska reguliuojanciy geny (Muller ir kt., 2001;
Santi ir kt.,, 2003; Roig ir kt., 2004; Kuijt ir kt., 2014). Daliné etileno sukelta
fenotipo normalizacija ir labai skirtingas tirty genotipy jautrumas egzogeniniO
etileno poveikiui bent jau i$ dalies galéty bati aiskinami modifikuojanciy veiksniy
ir susidaranc¢iy reguliaciniy raidos moduliy skirtumais misy tirtuose viengubuose

ir dvigubuose miezio mutantuose.
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ISVADOS

l.

IStyrus vasarinio miezio (Hordeum vulgare subsp. vulgare L.) mutanty
ektopiniy ] ziedg panaSiy dariniy pokyc¢ius, galima iSskirti tokig ziedo raidos
kryptj (trendg): neZymios ektopinés iSaugos ant akuoty — vamzdelio pavidalo
struktiros ~ (neinvertuotos/invertuotos padéties) — ziedai su steriliais

reprodukciniais organais.

. Nustatyta didelé vienguby ir dviguby mutanty jvairoveé pagal kaliaus augimo

indeksg (GI). Vienguby mutanty GI buvo mazesnis nei Wt, 0 kKai kuriy dviguby
mutanty GI lenké jy téviniy mutanty GI. Dideli kaliaus augimo skirtumai

nustatyti ir pagal reakcijg j 2,4-D, auksino inhibitorius ir HC toksing.

. Visi VU Botanikos sodo kolekcijoje saugomi Hv-Hooded/Kapl tipo mutantai

(i8 viso 14) ir visos dviguby Hv-tw,;Hd mutanty linijos pagal tirtus Zymenis turi
vienoda BKn3 geno Illc tipo alelj.

Sintetinis auksinas 2,4-dichlorfenoksiacto rtgstis (2,4-D) laukinio tipo
augalams sukélé nedidelius ziedo organy skaiCiaus pokyCius ir varpos
morfozes, kurios yra Hv-tweaky mutacijy fenokopijos. Be to, po poveikio 2,4-D
sumazéjo trumpy varpos trikiy Hv-tw, mutanto varpose. Tai leidzia susieti Hv-

tweaky tipo mutantams buidingg fenotipa su auksino kelio pokyciais.

. 2,4-D sumazino kai kuriy dviguby mutanty linijy normalios struktiiros

pagrindiniy ziedy daznj ir indukavo pagrindinio ziedo kuokeliy transformacijg j
chimerinius organus. Auksino inhibitoriy HFCA ir PCIB poveikis buvo
priesingas, abu inhibitoriai padidino dvigubo Hv-tw,;Lh mutanto linijy

normalios struktiros pagrindinio ziedo daznj.

. Kai kuriy dviguby mutanty linijose 2,4-D paskatino pilnos struktiiros ektopinio

ziedo raidg, 0 auksino inhibitoriai PCIB ir HFCA, atvirksciai, kai kuriy

genotipy pilnos struktiiros ektopiniy ziedy daznj sumazino.

. Dviguby mutanty fenotipo nestabilumas irgi i$ dalies susijes su auksino

funkcijos sutrikimais, nes 2,4-D ir auksino inhibitoriai HFCA ir PCIB
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pastebimai modifikavo dviguby Hv-tw,;Hd mutanty pagrindiniy bei ektopiniy
ziedy sandara.

8. Etefono poveikis daugiau pasireiské ektopinéms ziedo struktiiroms: beveik
visiems tirtiems viengubiems ir dvigubiems mutantams etefonas padidino
ziedy, kuriems iSsivysto akuotas/akuotelis, daznj, tafiau lodikuliy
transformacijai jtakos neturéjo. Kai kurioms dviguby mutanty linijoms
(dazniausiai Hv-tw,;Lh) etefonas padidino Ziedy su reprodukciniy organy
skaiciaus variacijomis daznj.

9. Istyrus didesnj skai¢iy dviguby mutanty, gauty kryzminant ne tik Hv-tw, su Hv-
Hd, bet ir Hv-tw su kitais mutantais (Hv-lax-a, Hv-tw No0.18 ir Hv-twmk)
nustatyta, kad paveldimo nestabilumo paleidikliai (trigeriai) yra mutantiniai
Hv-tw arba Hv-tw, aleliali.

10. Diferencinio vaizdinimo metodu Hv-tw, mutante preliminariai nustatyti keli
pakitusios raiskos CDNR fragmentai, galimai susij¢ su Hv-tw,;Hd dviguby
mutanty ziedo/Ziedyno reversija ir fenotipo nestabilumu. Tai fragmentas N1/17,
homologiskas vairenio chromatino pertvarkos EMF1 genui ir fragmentai,
homologiski genams, koduojantiems transkripcijos veiksnius: fragmentas N39,
homologiskas kviecio VRN-B1 genui bei fragmentas N41, homologiskas miezio

Lks2 genui ir Vrs1;Hox1 lokusui.
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Wir haben die Kunst, damit wir nicht an der Wahrheit zugrunde gehen
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Prie Sios disertacijos atsiradimo, kaip ir prie visy dideliy darby, paliekanciy
pédsaka gyvenime, tiesiogiai ar netiesiogiai yra prisidéjes didelis burys Zmoniy,
be kuriy Sis kiirinys 1§ viso nebiity atsirades arba jo gimimas biity buves gerokai
sudétingesnis.
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vertingus patarimus, diskusijas, pastabas ir paskatinimg nebijoti Kkeliauti dar
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